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Prefacio 


Bem-vindo à nova edição do Roitt | Fundamentos de Imunologia Quando Ivan escreveu a primeira edição há mais de 40 
anos, pretendia que o texto parecesse um diálogo com o leitor, em vez de uma preleção, e decidimos manter esse estilo. 
Como disciplina, a Imunologia é fascinante e dinâmica, e, para convencê-lo de que este tema é absolutamente merecedor 
de sua atenção, esta edição foi inteiramente atualizada. 

Por esse motivo, além da inclusão de várias ilustrações novas: 


m Ampliamos a descrição dos padrões moleculares associados ao patógeno e ao risco (PAMP & DAMP) 

E Acrescentamos uma seção sobre células dendríticas e sua participação no processamento dos antígenos, incluindo 
apresentação cruzada 

m Atualizamos as seções sobre receptores das células B e NK 

E Aprofundamos a descrição do tráfego dos linfócitos 

E Incorporamos as últimas descobertas sobre subtipos de células T, principalmente Th17 e a diversidade 
de células T reguladoras 

E Acrescentamos informações mais recentes sobre mecanismos de destruição das células NK e dos linfócitos T 
citotóxicos 

E Aprofundamos as explicações sobre os efeitos do envelhecimento nas respostas imunes 

E Reescrevemos praticamente todo o capítulo sobre vacinas, com nova ênfase nos seus mecanismos de ação 
convencionais e à base de carboidratos, assim como novas abordagens para o desenvolvimento de vacinas (inclusive 
vacinologia reversa), avanços efetuados com as vacinas contra malária e ação dos adjuvantes 

E Acrescentamos informações inéditas sobre estados de imunodeficiência recém-descobertos, sobre a origem da AIDS e 
os inúmeros (e sempre crescentes) fármacos usados em seu tratamento e sobre os resultados alcançados com as mais 
recentes pesquisas sobre vacinas contra o HIV 

m Esclarecemos as descobertas recentes sobre transformações celulares que resultam em câncer, a manipulação do 
sistema imune pelos tumores e as relações entre infecção, inflamação e câncer 

E Reescrevemos substancialmente o capítulo sobre doenças autoimunes. 


Esperamos que esta leitura seja agradável e proveitosa. 


Peter J. Delves 
Seamus J. Martin 
Dennis R. Burton 
Ivan M. Roitt 


Os autores são sinceramente gratos à equipe editorial formada por Elizabeth Johnston, Laura Murphy e Cathryn Gates, 
da Wiley-Blackwell, pelo apoio, e a Ruth Swan, pela gerência de projeto. Todos nos sentimos em débito com os coedito- 
res de Immunology, J. Brostoff, D. Roth e D. Male, e sua editora, Mosby, e com os seguintes autores que nos permitiram 
utilizar ou modificar suas ilustrações: J. Brostoff e A. Hall pela Figura 15.11; J. Horton pela Figura 11.19; e J. Taverne pelas 
Figuras 12.23 e 12.24. 


IMR gostaria de agradecer à secretária Christine Griffin pela ajuda incansável. 


DRB deseja agradecer principalmente a Amandeep Gakhal, Erin Scherer, Rena Astronomo e Wendellien Oswald, pela 
inestimável contribuição, e a Jenny Woof, Ann Freeney, Beatrice Hahn, Jim Marks, Don Mosier, Paul Sharp, Robyn 
Stanfield, James Stevens e Mario Stevenson, pelos comentários utilíssimos. 


PJD gostaria de agradecer especialmente a Per Brandtzaeg, Volker Bringkmann, Greg Campbell, Peter Lydyard, Rand 
Swenson e Ulrich Wahn. 


SJM é grato especialmente a Ed Lavelle, Sean Cullen, Cristina Munoz-Pinedo e a todos os membros do seu laboratório 
pelos comentários, pelas sugestões e pelo apoio, bem como a Mia, Madeleine e Jamie, pelo apoio e pela tolerância. 


Alguns pesquisadores cederam generosamente ilustrações para esta edição, e expressamos nossa gratidão incluindo seus 
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BUDR 
E 
Ca(p/y/8) 


Cadeia J 
CALLA 
cAMP 
CCP 
CD 
CDR 


CEA 
Célula B 
Célula T 
CFA 
cGMP 
CGS 


Cum 


ChIP 
CHIP 
CLA 


Fragmento de ligação de antígeno Vy + V, (cadeia 
única) 

5-hidroxitriptamina 

Agente antirreumático modificador de doença 
Vírus adenoassociado 

Anticorpo 

Receptor de acetilcolina 

Transferência adotiva de células 

Hormônio adrenocorticotrófico 

Adenosina desaminase 

Citotoxicidade celular dependente de anticorpos 
Asparagina endopeptidase 

Antigeno 

Citidina desaminase induzida por ativação 
Síndrome de imunodeficiência adquirida 
Regulador autoimune 

Addressable laser bead assay 

Anticorpos contra citoplasma de neutrófilos 
Célula apresentadora de antígeno 

Artrite reumatoide 

Elemento responsivo 1 de receptor de antígeno 
Elemento responsivo 2 de receptor de antígeno 
Terapia antirretroviral 

Vírus da febre suína africana 

Zidovudina (3'-azido-3'-desoxitimidina) 

Fator ativador de células B da família do fator de 
necrose tumoral 


Forma atenuada do bacilo Calmette-Guérin da 
tuberculose 


Receptor de células B 
Albumina sérica bovina 
Tirosinoquinase de Bruton 
Bromodesoxiuridina 
Complemento 


Parte constante da cadeia a. (B/y/5) do receptor de 
células T (TCR) 


Cadeia polipeptídica no dímero de IgA e IgM 
Antigeno comum da leucemia linfoblástica aguda 
Monofosfato de adenosina cíclico 

Proteína de controle do complemento 

Conjunto de diferenciação 

Regiões determinantes de complementaridade da 
porção variável da imunoglobulina ou do receptor 
de células T 

Antigeno carcinoembrionário 

Linfócito que amadurece na medula óssea 
Linfócito derivado do timo 

Adjuvante completo de Freund 

Monofosfato de guanosina cíclico 

Cromoglicato sérico 

Região constante da cadeia pesada (leve) das 
imunoglobulinas 

Imunoprecipitação de cromatina 

Proteína inibidora da quimiotaxia 

Antígeno cutâneo associado ao linfócito 


Peptídio de cadeia invariante associado à classe II 
Citomegalovírus 

Citomegalovírus humano 

Componente “n” do complemento 

Componente “n” ativado do complemento 


Pequeno peptídio derivado de ativação proteolítica 
de Cn 


Motivo dinucleotídico fosfato de citosina- 
guanosina 

Receptor do componente “n” do complemento 
Proteína C reativa 

Troca recombinante de classe 

Receptor de lectina do tipo C 

Fator acelerador do decaimento 

Diacilglicerol 

Padrão molecular associado a risco 

Doença de Creutzfeldt-Jakob variante 

Doença intestinal inflamatória 

Diabetes melito insulinodependente 
Dinitrofenil 

Densidade óptica 

Hipersensibilidade do tipo tardio 

Vacina contra difteria, tétano e coqueluche 
Encefalomielite autoimune (alérgica) experimental 
Vírus Epstein-Barr 

Encefalopatia espongiforme bovina 
Encefalopatia espongiforme transmissível 
Ensaio imunossorvente ligado à enzima 
Esclerose múltipla 

Eosinófilo 

Exotoxinas piogênicas estreptocócicas 
Eritropoetina 

Célula-tronco embrionária 

Fragmento divalente de imunoglobulina que se liga 
ao antígeno após digestão por pepsina 

Fator (B etc.) 

Fragmento monovalente de imunoglobulina que se 
liga ao antígeno após digestão por papaína 
Separador de células ativado por fluorescência 
Ligante de Fas 


Originalmente, fragmento de imunoglobulina que 
podia ser cristalizado; atualmente, parte não Fab da 


imunoglobulina 

Fator de célula T 

Receptor de fragmento Fc da IgG 
Tirosinoquinase 3 semelhante a FMS 

Fator reumatoide 

Enxerto versus hospedeiro 

Proteína adaptadora relacionada com GRB2 
Fator estimulador de colônias de granulócitos 
Fatores de troca de nucleotidio guanina 
Minigene de diversidade que conecta os segmentos 
V e J para formar a região variável 

Gene que liga o segmento V ou D à região 
constante 
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Gene V 
GM-CSF 


gpn 
GRB2 


GSK3 
H-2 


H-2D/KIL (AJE) 


HLA-A/B/C (DP/ 
DQ/DR) 
HMG 
HPN 
HRF 
HSA 
HSC 
hsp 
HTLV 
H-Y 
ICAM-1 
iCn 

Id (ald) 
IDC 
IDO 
IFNa 
IFR 

Ig 
Iga./IgB 


Gene da região variável para receptor de 
imunoglobulina ou célula T 


Fator estimulador de colônias de granulócitos- 
macrófagos 


Glicoproteína com nkDa 


Proteína 2 de ligação ao receptor de fator do 
crescimento 


Glicogênio sintase quinase 3 

Complexo principal de histocompatibilidade do 
camundongo 

Loci principais para a classe I clássica (classe II) de 
moléculas MHC murinas 

Anticorpos humanos contra camundongos 
Anticorpo humano antitoxina 

Antígeno de superfície do vírus da hepatite B 
Gonadotrofina coriônica humana 

Lisozima de ovo de galinha 

Endotélio de parede alta de vênula pós-capilar 
Vírus de imunodeficiência humana 

Complexo principal de histocompatibilidade 
humana 


Loci principais para a classe I clássica (classe II) de 
moléculas MHC humanas 


Grupo de alta mobilidade 
Hemoglobinúria paroxística noturna 
Fator de restrição homólogo 

Antígeno termoestável 

Célula-tronco hematopoética 

Proteína do choque térmico 

Vírus de leucemia de células T humano 
Antígeno de transplante masculino 
Molécula de adesão intercelular 1 
Componente “n” inativado do complemento 
Idiótipo (anti-idiótipo) 

Células dendriticas interdigitadas 
Indolamina 2,3-dioxigenase 

Interferon a (também IFNB, IFNy) 

Fator regulado por interferon 
Imunoglobulina 


Cadeias peptidicas de membrana associadas a slg 
(receptor de célula B) 


Imunoglobulina G (também IgM, IgA, IgD, IgE) 
Imunoglobulina intravenosa 

Superfamilia de imunoglobulina 

Interleucina-1 (também IL-2, IL-3 etc.) 
Irradiação linfoide total 

Sintase do óxido nítrico induzível 

Trifosfato de inositol 

Complexo imunoestimulante 


Motivo de ativação baseado na tirosina do 
imunorreceptor 


Motivo de inibição baseado na tirosina do 
imunorreceptor 


Janus quinases 

Constante de afinidade de associação (dissociação) 
(geralmente reações Ag-Ac) 

Unidades de massa molecular em quilodáltons 
Receptores killer semelhantes à imunoglobulina 


Hemocianina de caracol marinho (Megathura 
crenulata) 


Célula killer ativada por linfocina 


Proteínas de membrana associadas ao lisossomo 
Conexão para ativação de células T 
Estimulador tireóideo de ação prolongada 
Proteína ligadora de LPS 

Vírus da coriomeningite linfocítica 

Antígenos do grupo sanguíneo de Lewis!“ 
Lúpus eritematoso sistêmico 

Antígeno funcional linfocitário 1 

Grande linfócito granular 

Hormônio liberador do hormônio luteinizante 
Linfócito intraepitelial 

Fator inibidor de leucemia 

Leucemia linfoblástica aguda T 

Linfólise mediada por células 
Lipopolissacarídio (endotoxina) 

Repetição rica em leucina 

Leucotrieno (B etc.) 

Anticorpo monoclonal 

Complexo de ataque 4 membrana 

Molécula de adesão celular da mucosa (adressina) 
Tecido linfoide associado à mucosa 

Mitógeno de Mycoplasma arthritidis 
Proteinoquinase ativada por mitógeno 
Multiproteinoquinase ativada por mitógeno 
Membrana basal glomerular 

Lectina ligadora de manose 


Proteína básica principal de eosinófilos (também 
denominada proteína básica mielínica) 


Proteína cofator de membrana (regulação de 
complemento) 


Proteína quimiotática 1 de monócitos 

Fator estimulador de colônias de macrófagos 
Muramil dipeptidio 

Microscópio eletrônico 

Complexo principal de histocompatibilidade 
Cadeia A relacionada com MHC classe I 
Local de adesão dependente de fons metálicos 
Fator inibidor da migração de macrófagos 
Compartimentos enriquecidos de MHC classe II 
Monofosforil lipídio A 

Reação linfocitária mista 

Vírus de tumor mamário de camundongo 
Medula óssea 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina 
Célula-tronco mesenquimatosa 

Hormônio estimulador de melanócitos 
Proteína microssômica de transporte de 
triglicerídios 

Vírus da leucemia murina 

Macrófago 

Nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato 
Peptídio ativador de neutrófilos 

Nitroazul de tetrazólio 

Fator quimiotático de neutrófilos 

Fator nuclear de células T ativadas 

Fator de transcrição nuclear 

Células natural killer 

Receptor NOD (nod-like receptor) 
Camundongo diabético não obeso 


NZB x W 


RANTES 


SDS 
SDS-PAGE 


Óxido nítrico 
Camundongo negro da Nova Zelândia 


Camundongo negro da Nova Zelândia x híbrido 
branco F1 da Nova Zelândia 


Ânion superóxido 

Estrutura de leitura aberta 

Cepa de frangos obesos 

Ovalbumina 

(Receptor) de fator ativador de plaquetas 
Eletroforese em gel de poliacrilamida 
Padrão molecular associado ao patógeno 
Anafilaxia cutânea passiva 

Reação da cadeia da polimerase 
Retrovírus endógenos de porco 
Prostaglandina (E etc.) 

Fitoemaglutinina 

Fagócito oxidase 

Fosfatidilinositol 3-quinase 

Proteína inibidora de STAT ativado 
Receptor de Ig polimérica 
Fosfatidilinositol difosfato 
Proteinoquinase C 

Proteinoquinase dependente de RNA 
Fosfolipase C 

Fosfolipase Cy2 

Neutrófilo polimorfonuclear 

Derivado proteico purificado do Mycobacterium 
tuberculosis 

Receptores de reconhecimento de padrão 
Politetrafluoroetileno 

Púrpura trombocitopênica idiopática 
Proteína tirosinoquinase 

Mitógeno da erva-dos-cancros (Phytolacca 
americana) 

Regulado por meio de ativação de quimiocina 
expressa e secretada por célula T normal 
Teste radioalergossorvente 

Retículo endoplasmático 

Resposta de hipersensibilidade 

Grupo sanguíneo rhesus (D) 

Promotor de insulina de rato 

Receptor helicase semelhante a RIG 
Interferência no RNA 

Intermediários de oxigênio reativos 
Resistência sistêmica adquirida 

Sequência de sinal de recombinação 
Amiloide sérico P 

Proteína ativadora de esfingolipidio 
Sindrome respiratéria aguda grave 
Coronavirus associado à SARS 
Componente secretor da Ig 

Fator de célula-tronco 

Fragmento da região variável de cadeia única do 
anticorpo (Vy + V; unidas por um ligante flexível) 
Imunodeficiência combinada grave 

Fator derivado do estroma 

Dodecil sulfato de sódio 

Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil 
sulfato de sódio 


SEA (B etc.) 
SEREX 


slg 
siRNA 
SIV 
SLIT 
SLP76 


SOCs 
SRID 
SSA 

STAT 
TACI 


TAP 


TB 
Te 
TCRI(2) 


TdT 
TEM 
TG-A-L 


TGER 
Th(1/2/3/9/17) 
THE 

Thp 

TLR 

TM 


ZAP-70 
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Enterotoxina A de Staphylococcus aureus 
(enterotoxina B etc.) 


Análise sorológica de bibliotecas de expressão de 
cDNA recombinante 


Imunoglobulina de superfície 

RNA de interferência curto 

Vírus da imunodeficiência de símios 

Imunoterapia alergênica por via sublingual 
Domínio SH2 (com 76 kDa) contendo proteína de 
Ieucócito 

Supressor de sinalização de citocina 

Imunodifusão radial simples 

Superantígeno estreptocócico 

Transdutor de sinal e ativador de transcrição 


Interagente de ativador transmembrana e 
modulador de cálcio e ligante de ciclofilina 
[CAML] 

Transportador associado ao processamento de 
antígeno 

Tuberculose 

Célula T citotóxica 

Receptor de células T com cadeias y/ô (com cadeias 
a/p) 

Desoxinucleotidil transferase terminal 

Tubo fotomultiplicador 


Polilisina com cadeias laterais polialanil com 
ligações aleatórias com tirosina e ácido glutâmico 


Fator transformador do crescimento- 
Células T auxiliares (subpopulação 1, 2, 3, 9 ou 17) 
Fator tumoral tímico 

Precursor de célula T auxiliar 

Receptores toll-like 

Transmembrana 

Fator de necrose tumoral 

Trinitrofenol 

Trombopoetina 

Célula T reguladora 

Célula T supressora 

Anticorpos tireoestimulantes 

Hormônio tireoestimulante (receptor) 
Linfopoetina do estroma timico 

Toxina da síndrome do choque tóxico 
Marcação terminal de dUTP (desoxiuridina 
trifosfato) mediada por TdT 

Molécula de adesão da célula vascular 
Proteina contendo valosina 

Fator de crescimento da célula endotelial vascular 
Parte variável da cadeia pesada da Ig 
Proteína de membrana que interage com VCP 
Peptídio intestinal vasoativo 

Parte variável da cadeia leve da Ig 

Antígeno muito tardio 

Particula semelhante a vírus 
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Capitulo 1 


Imunidade Inata 


Tópicos principais 


Como saber quando desencadear uma resposta imune 
Imunidade inata versus adaptativa 

Barreiras externas contra infecção 

Fases iniciais da resposta imune 

Células fagocitárias englobam e destroem os microrganismos 

O complemento facilita a fagocitose e a destruição das bactérias 
Resposta inflamatória 

Os mecanismos humorais constituem uma segunda linha de defesa 
Células natural killer 

Como lidar com parasitos grandes 

O sistema imune inato estimula a imunidade adaptativa 


Introdução 


Vivemos em um mundo potencialmente hostil, habitado por um número 
desconcertante de agentes infecciosos (Figura 1.1) com diversos formatos, 
dimensões, composições e funções destrutivas, que ficariam muito felizes 
em nos utilizar como santuários ricos para a propagação dos seus “genes 
egoístas”, contra os quais ainda não desenvolvemos uma série de 
mecanismos de defesa, no mínimo com iguais efetividade e simplicidade 
(exceto no caso de algumas infecções parasitárias, cuja situação é mais bem 
descrita como uma trégua inquietante e frequentemente insatisfatória). Esses 
mecanismos de defesa conseguem criar um estado de imunidade contra as 
infecções (do latim immunitas, livre de) e cujo funcionamento constitui a 
base da disciplina encantadora conhecida como “Imunologia”. 

Além dos fatores constitucionais obscuros que tornam uma espécie 
intrinsecamente sensível e outra resistente a determinadas infecções, alguns 
sistemas antimicrobianos relativamente inespecíficos (p. ex., fagocitose) 
descritos são inatos no sentido de que não são determinados pelo contato 
prévio com o agente infeccioso. A seguir, descreveremos esses sistemas e 
veremos como sua efetividade pode ser acentuadamente aumentada no 
estado conhecido como imunidade adquirida específica. 
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Como saber quando desencadear uma 
resposta imune 


A capacidade de reconhecer e responder as 
substancias estranhas é fundamental ao 
funcionamento do sistema imune 


O sistema imune dos vertebrados é formado por um conjunto 
de células e moléculas que cooperam para nos proteger dos 
agentes infecciosos e também nos oferecem um sistema de 
vigilância capaz de monitorar a integridade dos nossos tecidos. 
Embora, como veremos adiante, o sistema imune seja muito 
complexo, sua função pode ser resumida em duas atividades 
essenciais: reconhecimento das substâncias e dos microrga- 
nismos estranhos que conseguiram entrar no corpo, e remoção 
desses elementos estranhos utilizando um conjunto de células 
e moléculas que atuam simultaneamente de forma a eliminar 
o risco potencial. Desse modo, um dos requisitos principais 
do sistema imune é ser capaz de diferenciar entre o que é 
estranho (o que os imunologistas chamam de “não próprio”) 
e o que está normalmente presente no corpo (i. e., próprio). 
As células e as moléculas que constituem o sistema imune 
inato têm como função principal detectar determinados 
padrões moleculares, que tipicamente estão associados aos 
agentes infecciosos (Figura 1.2). Charlie Janeway apelidou 
essas moléculas de padrões moleculares associados aos 
patógenos (PAMP, do inglês, pathogen-associated molecu- 
lar patterns). 


A lesão dos tecidos também pode desencadear 
uma resposta imune 


Além das infecções, a cada dia fica mais claro que a lesão dos 
tecidos, que acarreta morte celular patológica, também pode 


resultar na ativação do sistema imune (Figura 1.3). Nesse 
caso, as moléculas que ativam o sistema imune são originadas 
do próprio organismo, mas normalmente não estão presentes 
no meio extracelular. Essas moléculas, para as quais Polly 
Matzinger criou a expressão “sinais de perigo”, normalmente 
ficam retidas por motivos de segurança dentro das células 
normais e escapam apenas quando uma célula morre em 
consequência de um processo de destruição celular descon- 
trolada conhecido como necrose. À necrose é causada tipica- 
mente por traumatismos dos tecidos, queimaduras, algumas 
toxinas e outros estímulos patológicos e caracteriza-se por 
intumescimento rápido e ruptura das membranas plasmáticas 
das células lesadas. Isso permite a liberação de vários compo- 
nentes celulares, que normalmente não saem do interior das 
células saudáveis. 

A identidade precisa das moléculas que atuam como sinais 
de perigo — hoje conhecidas mais comumente como padrões 
moleculares associados a perigo (DAMP, do inglês, dan- 
ger-associated molecular patterns) ou alarminas — é uma 
área de investigação intensa hoje em dia, mas moléculas como 
HMGBI, uma proteína de ligação da cromatina, e também 
proteínas mensageiras imunes como interleucina-la (IL-la.) 
e IL-33, são candidatas bem cotadas. Pode parecer surpreen- 
dente que o sistema imune também possa ser ativado pelas 
moléculas originadas do próprio organismo, mas isso faz 
sentido quando se considera que os eventos que culminam 
na morte celular por necrose frequentemente são acompanha- 
dos ou seguidos rapidamente por infecção. Além disso, 
quando um patógeno consegue evitar sua detecção direta pelo 
sistema imune, sua presença é delatada quando ele provoca 
necrose dos tecidos que invadiu. 

Antes de continuarmos, precisamos mencionar também 
que existe outro mecanismo de morte celular que ocorre 
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Figura 1.2 Os receptores de 
reconhecimento de padrão (PRR) 
detectam os padrões moleculares 
associados aos patógenos (PAMP) e 
iniciam as respostas imunes. Os PRR 
podem ser solúveis ou associados às 
células e conseguem estimular várias 
respostas quando encontram seus 
ligantes apropriados. 
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Estimulação da fagocitose pelos PAMP 
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comumente no corpo, é natural e rigorosamente controlado 
e não está associado à ruptura das membranas plasmáticas e 
à liberação do conteúdo intracelular. Esse mecanismo de 
morte celular conhecido como apoptose está sob controle 
molecular complexo e é usado para eliminar as células que 
chegaram ao fim do seu ciclo de vida natural. As células 
apoptóticas não ativam o sistema imune porque as células 
mortas por esse mecanismo exibem moléculas em suas mem- 
branas plasmáticas (p. ex., fosfatidilserina) que as marcam 
para remoção por fagocitose antes que possam romper e 


— 


associados a perigo (DAMP), enquanto 
o mesmo tipicamente não ocorre com 
as células em apoptose. Os estímulos 


DAMP 


Morte celular que provocam necrose frequentemente 
controlada causam lesão celular grave com ruptura 
rápida da célula e liberação subsequente 
Apoptose de DAMP intracelulares. Em seguida, os 
DAMP atraem células do sistema imune e 
Os DAMP desencadeiam inflamação. Por outro lado, 


continuam ocultos como os estímulos que desencadeiam a 
apoptose são tipicamente fisiológicos e 
relativamente brandos, as células 
apoptóticas não se rompem e sua 
remoção é coordenada pelos macrófagos 
e por outras células do sistema imune 
inato, antes que possa ocorrer a liberação 
dos DAMP Por essa razão, a apoptose 
não está tipicamente associada à 
ativação do sistema imune. 


Reconhecimento 
e fagocitose da 
célula apoptótica 
pelo macrófago 


liberar seu conteúdo intracelular. Desse modo, os DAMP 
permanecem ocultos durante a apoptose e essas células não 
ativam o sistema imune (Figura 1.3). 


Os receptores de reconhecimento de padrão 
(PRR) disparam o alarme 


Para serem capazes de diferenciar entre os componentes pró- 
prios e os agentes microbianos potencialmente perigosos, 
nossos sistemas imunes precisam ser capazes de discriminar 
entre o “o que é próprio e não infectante e o que não é próprio 
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e infectante”, conforme foi tão bem descrito por Janeway. 
O reconhecimento do material que não é próprio é conse- 
guido por meio de um conjunto de receptores e proteínas 
de reconhecimento de padrões (descritos coletivamente 
como moléculas de reconhecimento), que evoluiu de forma 
a detectar os componentes conservados (i. e., não sujeitos às 
mutações) dos agentes infecciosos, que normalmente não 
estão presentes no organismo (i. e., PAMP). 

Na prática, os PAMP podem ser qualquer coisa, inclusive 
carboidratos que normalmente não ficam expostos nos verte- 
brados, proteínas encontradas apenas nas bactérias (como a 
flagelina, um componente do flagelo bacteriano usado para 
“nadar”), RNA de fita dupla típico dos vírus de RNA, e 
muitas outras moléculas que denunciam a presença dos 
agentes microbianos. A regra fundamental é que um PAMP 
não é encontrado normalmente no organismo, mas é um 
componente comum a muitos patógenos isolados frequente- 
mente, As moléculas de reconhecimento de padrões também 
parecem participar do reconhecimento dos DAMP liberados 
pelas células necróticas. 

Com o contato de uma ou mais dessas moléculas de 
reconhecimento de padrões com um PAMP ou DAMP apro- 
priado, a resposta imune é ativada (Figura 1.2). Felizmente, 
os seres humanos dispõem de vários mecanismos para lidar 
com uma infecção iminente e, na verdade, a eficiência do 
nosso sistema imune é comprovada pelo fato de que a maioria 
de nós passa relativamente incólume às doenças infecciosas 
ao longo de nossas vidas. 

Uma forma de lidar com intrusos indesejáveis consiste 
em ligar as moléculas solúveis (humorais) de reconhecimento 
de padrões, inclusive complemento (uma série de moléculas 
descritas mais adiante neste capítulo), lectina de ligação da 
manose, proteína C reativa ou lisozima, ao agente infec- 
cioso; isso pode acarretar sua destruição por decomposição 
dos componentes da parede celular microbiana e pela forma- 
ção de fendas na membrana plasmática em consequência das 
ações dessas proteínas. Esses últimos fatores humorais 
também são peritos em recobrir os microrganismos e aumen- 
tar sua captação e subsequente destruição pelas células fago- 
citárias. Outros receptores de reconhecimento de padrões 
estão acoplados às células e o envolvimento desses receptores 
pode resultar na fagocitose do microrganismo e, a seguir, 
em sua destruição dentro das vesículas fagocíticas. Igualmente 
importante é o fato de que o recrutamento dos PRR (do 
inglês, pattern recognition receptors) celulares também acarreta 
a ativação das vias de transdução de sinais que culminam na 
liberação das proteínas mensageiras solúveis (citocinas, qui- 
miocinas e outras moléculas, veja adiante) que mobilizam 
outros componentes do sistema imune. 


As células do sistema imune liberam 
proteínas mensageiras que amplificam 
as respostas imunes 


Um aspecto importante do sistema imune é a capacidade que 
suas células possuem de comunicar-se entre si quando encon- 
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Figura 1.4 As citocinas e as quimiocinas podem exercer 
efeitos pleiotrópicos. A estimulação das células do sistema 
imune inato comumente resulta na produção de citocinas e 
quimiocinas inflamatórias, que desencadeiam as respostas de 
outros tipos celulares, conforme é mostrado. Observe que não 
são mostrados todos os efeitos das quimiocinas e citocinas. 


tram um patógeno. Embora as células do sistema imune 
sejam capazes de liberar várias moléculas biologicamente 
ativas com diversas funções, dois grupos principais de protei- 
nas — as citocinas e as quimiocinas — desempenham papéis 
particularmente importantes na imunidade. As citocinas 
constituem um grupo variado de proteínas que exercem 
efeitos pleiotrópicos, incluindo a capacidade de ativar outras 
células, induzir a diferenciação e potencializar a atividade 
microbicida (Figura 1.4). As citocinas são liberadas comu- 
mente pelas células do sistema imune em resposta aos PAMP 
e aos DAMP e isso altera o estado de ativação e o comporta- 
mento de outras células, de maneira a atraí-las a participar do 
combate. As quimiocinas também são liberadas quando há 
contato com os PAMP/DAMP e, em geral, funcionam como 
fatores quimiotáxicos que ajudam a formar uma “trilha” que 
orienta outras células do sistema imune ao foco infeccioso ou 
aos tecidos lesados. Esses dois tipos de proteínas mensageiras 
atuam por difusão a distância das células que as secretaram e 
por sua ligação às células equipadas com os receptores de 
membrana plasmática apropriados para receber esses sinais. 
As citocinas, as quimiocinas e seus respectivos receptores estão 


descritos detalhadamente no Capítulo 9. 


Imunidade inata versus adaptativa 


Os três níveis da defesa imune 


Antes de entrarmos em detalhes, veremos inicialmente como 
o sistema imune funciona em termos gerais. O sistema imune 
dos vertebrados trabalha em três níveis de defesa (Figura 1.5). 
Primeiramente, há uma barreira física à infecção, que é 
formada pela pele das superfícies externas do corpo e pelas 
secreções mucosas que recobrem as camadas epidérmicas das 


Figura 1.5 O sistema imune dos vertebrados consiste em 
trés niveis de defesa. As barreiras fisicas da pele e das 
mucosas representam o primeiro nivel de defesa. Os agentes 
infecciosos que conseguem penetrar as barreiras físicas 
encontram, em seguida, as células e os fatores solúveis do 
sistema imune inato. O sistema imune inato também é 
responsável por ativar o sistema imune adaptativo, conforme 
está descrito adiante neste capítulo. As células e os produtos 
do sistema imune adaptativo reforçam a defesa montada pelo 
sistema imune inato. 


superfícies internas dos tratos respiratório, digestivo e repro- 
dutivo. Qualquer agente infeccioso que tente entrar no corpo 
precisa primeiro penetrar essas superfícies, que são pratica- 
mente impermeáveis aos microrganismos; isso explica por que 
os cortes e os arranhões que violam essas barreiras físicas 
frequentemente são seguidos por infecção. O segundo nível 
de defesa é formado pelo sistema imune inato, que constitui 
um sistema de defesa relativamente inespecífico mas extrema- 
mente efetivo, encarregado de tentar destruir os agentes infec- 
ciosos a partir do momento em que eles entram no corpo. As 
ações do sistema imune inato também são responsáveis por 
alertar as células que atuam no terceiro nível de defesa: o 
sistema imune adaptativo (ou adquirido). Essas últimas 
células representam as tropas de elite do sistema imune e 
podem desencadear um ataque adaptado especialmente ao 
tipo de agente infeccioso envolvido utilizando armas sofisti- 
cadas (inclusive anticorpos). 


As respostas imunes inatas são imediatas 
e relativamente inespecíficas 


Depois da entrada de um organismo estranho no corpo, a 
resposta imune inata começa quase imediatamente. As res- 
postas do sistema imune inato não são reforçadas pelos con- 
tatos frequentes com o mesmo agente infeccioso. O sistema 
imune inato reconhece componentes amplamente conserva- 
dos dos agentes infecciosos (os PAMP mencionados anterior- 
mente), que não estão presentes no corpo em condições 
normais. Quando detecta um PAMB o sistema imune inato 
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prepara um ataque imediato contra qualquer estrutura que 
contenha essas moléculas, seja engolfando esses componentes 
ou por ação direta com enzimas destrutivas (como proteases) 
ou proteínas de ataque à membrana (Figura 1.2). O objetivo 
declarado é subjugar o intruso indesejável o mais rapidamente 
possível. Isso faz sentido quando se consideram as taxas fan- 
tásticas de proliferação que as bactérias podem alcançar — 
algumas espécies bacterianas podem dividir-se a cada 
20 minutos ou menos — principalmente nos ambientes ricos 
em nutrientes, como o que é proporcionado por nossos 
corpos. Os atores principais da resposta imune inata são 
macrófagos, neutrófilos e proteínas bactericidas (i. e., que 
destroem bactérias) solúveis como complemento e lisozima. 
Embora sejam altamente eficazes, as respostas imunes inatas 
nem sempre são suficientes para anular definitivamente a 
ameaça, principalmente quando o agente infeccioso está bem 
adaptado para evitar esse ataque inicial. 


As respostas imunes adaptativas são mais 
lentas, mas altamente específicas 


As respostas imunes adaptativas demoram mais tempo para 
alcançar significado funcional (em geral, 4 a 5 dias depois da 
resposta imune inata), mas são adaptadas especificamente ao 
tipo de agente infeccioso (veremos adiante como isso é con- 
seguido, mas por ora não nos preocuparemos com os deta- 
lhes). É importante salientar que as respostas imunes 
adaptativas aumentam a cada contato com determinado 
agente infeccioso — fato conhecido como memória imuno- 
lógica — e isso explica o conceito de vacinação. A resposta 
imune adaptativa é mediada principalmente pelos linfócitos 
Te B e essas células possuem receptores específicos em suas 
membranas plasmáticas, que podem ser ajustados para reco- 
nhecer uma gama praticamente ilimitada de estruturas. Por 
definição, as moléculas reconhecidas pelos linfócitos T e B 
são conhecidas como antígenos. O reconhecimento do antí- 
geno pelo linfócito estimula a proliferação e a diferenciação 
dessas células e isso amplia expressivamente a quantidade de 
linfócitos capazes de reconhecer o antígeno específico que 
desencadeou inicialmente a resposta. Isso multiplica rapida- 
mente a quantidade de linfócitos capazes de lidar com o 
agente infeccioso que possui o antígeno e resulta em uma 
resposta de memória quando o mesmo antígeno for encon- 
trado novamente no futuro. No Capítulo 4, estudaremos 
detalhadamente os receptores usados pelas células T e B para 


“enxergar” os antígenos. 


As respostas imunes inatas e adaptativas 
são interdependentes 


Os sistemas imunes inato e adaptativo trabalham colabora- 
tivamente para identificar e destruir os agentes infecciosos 
(Figura 1.5). O sistema imune inato utiliza receptores e molé- 
culas de estruturas fixas (i. e., codificados pela linhagem de 
células germinativas, significando que esses genes sejam trans- 
mitidos praticamente sem alterações dos genitores para a prole), 
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que respondem às categorias gerais de moléculas estranhas 
(i. e, PAMP) expressas comumente pelos microrganismos. 
Como os receptores do sistema imune inato são codificados 
pelas células da linhagem germinativa, as respostas imunes 
inatas são muito semelhantes entre os indivíduos da mesma 
espécie. Por outro lado, o sistema imune adaptativo utiliza 
receptores produzidos randomicamente que são altamente 
específicos para cada agente infeccioso com o qual o sistema 
imune entra em contato. Por essa razão, as respostas imunes 
adaptativas são amplamente variáveis entre os indivíduos da 
mesma espécie e refletem a gama de patógenos que determi- 
nado indivíduo encontrou. 

Desse modo, quando há uma infecção, o sistema imune 
inato serve como força de reação rápida que utiliza armas 
relativamente inespecíficas para erradicar o agente infeccioso 
ou, no mínimo, manter a infecção sob controle. Isso oferece 
tempo para que o sistema imune adaptativo inicialmente 
lento selecione e expanda um clone de células com receptores 
capazes de produzir uma resposta mais específica e singular- 
mente adaptada ao agente infeccioso. A resposta imune adap- 
tativa ao agente infeccioso reforça e acrescenta novas armas 
ao ataque desencadeado pelo sistema imune inato. 

Embora no passado fosse comum entender o sistema 
imune inato como incipiente e desajeitado quando compa- 
rado com a sofisticação relativa do sistema imune adaptativo, 
inúmeras descobertas recentes realizadas ao longo dos últimos 
5 a 10 anos revelaram que o sistema imune inato é tão bem 
adaptado e sofisticado quanto o sistema imune adaptativo. 
Além disso, também ficou bem evidente que o sistema imune 
adaptativo é altamente dependente das células do sistema 
imune inato para que possa saber quando, como e por 
quanto tempo responder. Nas seções subsequentes deste 
capítulo veremos exatamente como isso ocorre, mas por ora 
vejamos com um pouco mais de detalhes as barreiras externas 
à infecção. 


Barreiras externas contra infecção 


Como já mencionado, a maneira mais simples de evitar infec- 
ção é impedir que os microrganismos tenham acesso ao corpo 
(Figura 1.6). Quando está intacta, a pele é impermeável à 
maioria dos agentes infecciosos; quando a pele está lesada 
(p. ex., queimaduras), a infecção torna-se um problema sig- 
nificativo. Além disso, a maioria das bactérias não consegue 
sobreviver por muito tempo na pele em razão dos efeitos 
inibitórios diretos do ácido láctico e dos ácidos graxos do suor 
e das secreções sebáceas e do pH baixo que eles produzem. 
Uma exceção é o Staphylococcus aureus, que frequentemente 
infecta os folículos pilosos e as glândulas relativamente 
vulneráveis. 

O muco secretado pelas mucosas que revestem as super- 
fícies internas do corpo atua como barreira protetora que 
impede a adesão das bactérias às células epiteliais. Os micró- 
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Figura 1.6 Primeiras linhas de defesa contra infecção: a 
proteção das superfícies corporais externas. 


bios e outras partículas estranhas retidos pelo muco aderente 
são removidos por artifícios mecânicos como o transporte 
ciliar, a tosse e os espirros. Entre os outros fatores mecânicos 
que ajudam a proteger as superfícies epiteliais, também deve 
ser incluída a ação dispersiva das lágrimas, da saliva e da urina. 
Muitos líquidos corporais secretados contêm componentes 
bactericidas, incluindo o ácido do suco gástrico, a espermina 
e o zinco do sêmen, a lactoperoxidase do leite e a lisozima das 
lágrimas, das secreções nasais e da saliva. 

Um mecanismo totalmente diferente é o antagonismo 
exercido pela flora bacteriana normal do corpo (i. e., bactérias 
comensais). Essas bactérias suprimem o crescimento de 
muitas bactérias e fungos potencialmente patogênicos nas 
estruturas superficiais porque competem por nutrientes essen- 
ciais ou produzem substâncias inibitórias. Por exemplo, a 
invasão por patógenos é dificultada pelo ácido láctico pro- 
duzido por determinadas espécies de bactérias comensais 
que metabolizam o glicogênio secretado pelo epitélio vaginal. 
Quando os comensais protetores são alterados pelos anti- 
bióticos, aumenta a suscetibilidade às infecções oportunistas 
por Candida e Clostridium difficile. Os comensais intestinais 
também podem produzir colicinas, um grupo de bacteri- 
cidinas que se ligam à superfície bacteriana carregada nega- 
tivamente e introduzem um “grampo” helicoidal hidrofóbico 
na membrana; em seguida, a molécula passa por uma trans- 
formação do tipo “Dr. Jekyll e Mr. Hyde”, de modo a 
tornar-se totalmente hidrofóbica, e estabelece um canal 
voltagem-dependente na membrana que destrói a bactéria 
por inativação do potencial de energia da célula. Mesmo 
nesse nível, a sobrevivência é um jogo difícil. 

A imunidade inata utiliza duas estratégias defensivas para 
lidar com uma infecção nascente: o efeito destrutivo produ- 
zido pelos fatores solúveis como as enzimas bactericidas e o 
mecanismo da fagocitose — que literalmente significa “ser 
ingerido” pela célula (Marco histórico 1.1). Antes de anali- 
sarmos essas estratégias com mais detalhes, vejamos primei- 
ramente a ordem estereotipada de eventos que ocorrem depois 
da infecção. 
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9 Marco histórico 1.1 Fagocitose 


O inteligente zoólogo russo Elie Metchnikoff (1845-1916; N ANUFACTI E 
Figura M1.1.1) observou que algumas células especializadas DE URE 


eram responsáveis pela defesa contra infecções bacterianas ENTEN AIRES 
(Figura M1.1.2) e, desse modo, criou o conceito integral de y 
imunidade celular. Metchnikoff ficou intrigado com as células fa 

móveis das larvas transparentes da estrela-do-mar e fez a f ARA 
observação crítica de que, algumas horas depois da a 
introdução de um espinho de rosa nessas larvas, elas 
ficavam circundadas por essas células móveis. Um ano 
depois (1883), o cientista observou que os esporos fúngicos 
podiam ser atacados pelas células sanguíneas da Daphnia 
(um metazoário minúsculo) que, além de ser transparente, 
podia ser estudada diretamente ao microscópio. Metchnikoff 
extrapolou suas observações aos leucócitos dos mamíferos, 
demonstrando sua capacidade de engolfar microrganismos 
por um processo denominado fagocitose. 

Como Metchnikoff observou que esse processo era ainda 
mais eficaz nos animais que se recuperavam da infecção, ele 
chegou à conclusão até certa forma exagerada de que a 
fagocitose forneceria aos seres humanos talvez a única 
defesa contra as infecções. O autor chegou a definir a 
existência de dois tipos de fagócitos circulantes: o leucócito 
polimorfonuclear, que ele chamou de “micrófago"; e o 
“macrófago” (maior). 


Figura M1.1.1 Caricatura do Professor Metchnikoff. 
Reproduzida de Chanteclair, 1908, No 4, p. 7. (Reprodução 
autorizada gentilmente por The Wellcome Institute Library, 
Londres, Reino Unido.) 
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Figura M1.1.2 Reprodução de algumas ilustrações do livro de Metchnikoff, Comparative Pathology of Inflammation (1893). 

(a) Quatro leucócitos de ra engolfando os bacilos do antraz; alguns ainda estavam vivos e não foram corados, enquanto outros, 
mortos, foram ligados ao corante vesuvina e pareciam coloridos; (b) ilustração de um bacilo do antraz corado por vesuvina em 
um leucócito de rã; as duas figuras representam duas fases do mesmo leucócito de rã, que continha bacilos do antraz corados 
no interior do seu vacúolo fagocítico; (c e d) corpo estranho (colorido) em uma larva de estrela-do-mar circundada por fagócitos 
que se fundiram e formaram um plasmódio multinucleado ilustrado em imagem ampliada em (d); (e) a ilustração dá uma ideia 
da atração dinâmica dos fagócitos mesenquimatosos móveis a um invasor estranho dentro da larva da estrela-do-mar. 
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Fases iniciais da resposta imune 


O macrófago é importante na iniciação das respostas imunes. 
Essas células são relativamente abundantes na maioria dos 
tecidos (representam 10% a 15% das contagens totais de 
células em algumas partes do corpo) e atuam como sentinelas 
para agentes infecciosos utilizando um conjunto de receptores 
de reconhecimento de patógenos (PRR) fixados às suas mem- 
branas plasmáticas, bem como aos outros compartimentos 
celulares como os endossomos. Os macrófagos teciduais são 
células relativamente inativas e passam seu tempo recolhendo 
amostras do ambiente ao seu redor por fagocitose ininter- 
rupta. Entretanto, com a entrada de um microrganismo que 
ative um ou mais dos seus PRR (inclusive um receptor Toll- 
like ou NOD-/ike), há uma transição súbita. O contato do 
PRR do macrófago com o microrganismo ativa um conjunto 
de genes que o equipam de forma a desempenhar algumas 
funções diferentes. 

Primeiramente, o macrófago entra em um estado de alerta 
máximo (i. e., torna-se ativado) e então consegue engolfar e 
destruir com mais eficácia quaisquer microrganismos que 
encontre (esse processo está descrito com mais detalhes na 
seção subsequente). Em segundo lugar, o macrófago começa a 
secretar citocinas e quimiocinas que produzem efeitos nas 
células endoteliais adjacentes que revestem os capilares sanguí- 
neos; isso torna os capilares dessa área mais permeáveis do que 
seriam normalmente. Por sua vez, o aumento da permeabili- 
dade vascular permite que dois outros processos aconteçam. As 
proteínas plasmáticas, que normalmente ficam praticamente 
restritas ao sangue, agora podem invadir os tecidos infectados, 
e muitas dessas proteínas têm propriedades microbicidas. A 
segunda consequência do aumento da permeabilidade vascular 
é que outro tipo de célula do sistema imune inato — o neu- 
trófilo — pode então ter acesso ao foco infeccioso. Assim 
como ocorre com os macrófagos, os neutrófilos também estão 
aptos à fagocitose, mas normalmente não têm permissão para 
entrar nos tecidos em razão do seu comportamento potencial- 
mente destrutivo. Depois de entrarem nos tecidos infectados, 
os neutrófilos ativados iniciam o ataque e engolfam avidamente 
quaisquer microrganismos que encontrem. A seguir, veremos 
alguns desses eventos com mais detalhes. 


Receptores de reconhecimento de padrão 
(PRR) das células fagocitárias reconhecem e 
são ativados pelos padrões moleculares 
associados aos patógenos (PAMP) 


Como a capacidade de diferenciar entre amigo e inimigo tem 
importância fundamental para qualquer fagócito que se preze, 
essas células estão abundantemente equipadas com receptores 
capazes de reconhecer diversos PAMP Vários desses receptores 
de reconhecimento de padrões são semelhantes às lectinas e 
formam ligações polivalentes muito seletivas com açúcares 
expostos nas superfícies dos micróbios, que possuem configu- 
rações geométricas tridimensionais típicas e pouco variáveis. 
Esses receptores não se ligam apreciavelmente aos grupos de 


galactose ou ácido siálico, que geralmente são os açúcares que 
ocupam a penúltima e a última posição nos polissacarídios da 
superfície das células dos mamíferos; isso esclarece as bases 
moleculares da discriminação entre o que é próprio e as células 
microbianas estranhas. Outros PRR detectam ácidos nucleicos 
derivados dos genomas bacterianos e virais em razão de modi- 
ficações que não ocorrem comumente nos ácidos nucleicos dos 
vertebrados, ou de conformações que normalmente não são 
encontradas no citoplasma (p. ex., RNA de hélice dupla). Os 
PRR constituem um grupo variado de receptores e podem ser 
divididos em pelo menos cinco famílias diferentes (TLR, 
CTLR, NLR, RLR e receptores de varredura) com base nas 
suas características estruturais. Também existem vários recepto- 
res em cada classe e, consequentemente, mais de 50 tipos 
diferentes de PRR podem ser expressos por um único fagócito 
em determinada ocasião. Como esse tópico é uma área de 
pesquisas intensivas hoje em dia, é provável que muitos outros 
PRR sejam identificados em futuro próximo. Vejamos com 
mais detalhes as cinco famílias conhecidas de PRR. 


Receptores Toll-like (TLR) 


Um dos principais subgrupos de PRR pertence à classe dos 
chamados receptores Toll-like (TLR, do inglés, Toll-like 
receptors), termo derivado de sua semelhança com o receptor 
Toll da mosca-das-frutas (Drosophila), que, nos insetos 
adultos, desencadeia uma série de reações intracelulares que 
culminam na expressão de peptídios antimicrobianos em res- 
posta à infecção microbiana. Pesquisadores identificaram uma 
série de TLR da superfície celular, que atuam como sensores 
para infecções extracelulares (Figura 1.7) e são ativados por 
componentes bacterianos como peptidoglicanos, lipoproteí- 
nas, lipoarabinomanano da micobactéria, zimosano do fungo, 
flagelina e outros ligantes derivados dos patógenos. 

Embora muitos TLR sejam exibidos na superfície celular, 
alguns (como o TLR3 e o TLR7/8/9, que são sensíveis ao 
RNA viral intracelular e ao DNA bacteriano não metilado) 
estão localizados nos endossomos e são recrutados depois do 
contato com o material fagocitado (Figura 1.7). O recruta- 
mento dos TLR com seus respectivos ligantes resulta na ati- 
vação do fator nuclear KB (NFkB) e vários membros da 
família dos fatores de transcrição regulados pelos interferons 
(IRE, do inglês, interferon-regulated factor), dependendo do 
TLR específico. A ativação combinada dos TLR também é 
possível; por exemplo, o TLR2 é capaz de responder a uma 
gama ampla de PAMP e geralmente funciona dentro dos 
complexos heterodiméricos de TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6. 

Todos os TLR têm as mesmas características estruturais, 
com múltiplas repetições ricas em leucina (LRR, do inglês, 
leucine-rich repeats) N-terminal dispostas em ferradura ou 
estrutura solenoide em forma crescente que atua como o 
domínio de ligação de PAMP (Figura 1.8). Após a ligação de 
um PAMP, os TLR transduzem sinais na célula através de 
motivos C-terminais chamados domínios TIR, os quais 
podem recrutar proteínas adaptadoras no citoplasma (como 


MyD838 ou Mal) que possuem motivos TIR similares. Esses 
adaptadores dão sequência na ativação de sinal, culminando 
na ativação do NF«B e de fatores de transcrição da família 
IRF (Figuras 1.7 e 1.9). 


Receptores de lectina tipo C (CTLR) 


Os fagócitos também demonstram outro grupo de PRR — lec- 
tinas tipo C (cálcio-dependentes) acopladas à célula — dentre 
os quais o receptor de manose do macrófago é um exemplo. 
Essas proteínas transmembrana possuem vários domínios de 
reconhecimento de carboidratos, cuja ligação aos seus PAMP 
microbianos correspondentes produz um sinal de ativação 
intracelular. A família dos CTLR é muito variada e os ligantes 
de muitos receptores desse grupo ainda não estão definidos. 


Receptores NOD-like (NLR) 


Voltando então à detecção dos agentes infecciosos que conse- 
guiram ter acesso ao interior de uma célula, os produtos micro- 
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bianos podem ser reconhecidos pelos chamados receptores 
NOD-like. Ao contrário dos TLR e dos CTLR, que se locali- 
zam dentro da membrana plasmática ou nos compartimentos 
da membrana intracelular, os NLR são proteínas solúveis 
encontradas no citoplasma, onde também atuam como recep- 
tores para os padrões moleculares associados aos patógenos. 
Embora constituam uma família variada de receptores, os NLR 
geralmente contêm um segmento de interação proteína-pro- 
teína N-terminal, que permite que essas proteínas recrutem 
proteases ou quinases depois da ativação, seguido de um 
domínio de oligomerização central e repetições ricas em leuci- 
nas (LRR, do inglês, leucine-rich repeats) C-terminais, que 
parecem funcionar como sensores para os produtos dos 
patógenos. Aparentemente, os NLR existem em um estado 
autoinibido com seus domínios N-terminais dobrados sobre 
suas LRR C-terminais; essa conformação impede que a região 
N-terminal interaja com seus cognatos de ligação no cito- 
plasma. A ativação desses receptores é desencadeada mais pro- 
vavelmente pela ligação direta de um PAMP às LRR 


Figura 1.7 Uma família de receptores 
Toll-like (TLR) atua como sensores para 
os padrões moleculares associados aos 
patógenos (PAMP). Conforme se pode 
observar, os TLR estão localizados dentro 
da membrana plasmática ou da membrana 
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(a) 


apropriado (a figura ilustra alguns 
exemplos), os sinais são propagados ao 
interior da célula e ativam o fator nuclear 
xB (NFxB) e/ou fatores de transcrição 
regulados pelos interferons (IRF). Em 
seguida, os fatores de transcrição NFkB e 
IRF dirigem a expressão de vários produtos 
gênicos antimicrobianos, inclusive citocinas 
e quimiocinas, além das proteínas 
envolvidas na alteração do estado de 
ativação da célula. 


Figura 1.8 Estrutura do receptor Toll-like 
(TLR). Estrutura do ectodominio do TLR3. 
(a) Diagrama de fita do ectodomínio do 
TLRS. As repetições ricas em leucina (LRR) 
estão coloridas do azul ao vermelho, 
começando em LRR1 e avançando até 
LRR23, conforme ilustrado. NT, N-terminal; 
CT, C-terminal. (b) O potencial eletrostático 
de superfície demonstra cargas positivas 
(azul) e negativas (vermelho) com pH 
neutro. Os glicanos N-ligados estão 
demonstrados por esferas e traços verdes. 
(Reproduzida de Bell J.K. et al. (2005) 
Proceedings of the National Academy of 
Sciences USA 102, 10976-10980, com 
permissão.) 
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Figura 1.9 Os receptores Toll-like estimulam a transcrição 
NFxB-dependente por ativação do complexo IxB quinase 
(IKK). Depois da reunião de um TLR com seu ligante 
apropriado, uma série de proteínas adaptadoras (conforme a 
ilustração) é recrutada ao receptor TLR e aos domínios 
semelhantes do receptor Toll e /L-1 (TIR). Em conjunto, essas 
proteínas ativam o complexo IKK que, por sua vez, fosforila o 
Inibidor do NFxB (IxB), uma proteína que se liga e fixa o NFkB 
no citosol. A fosforilação do IxB atua nesse último composto 
para decompé-lo, liberando o NFxB que, por sua vez, pode ser 
transferido ao núcleo, onde inicia a transcrição de vários genes. 


C-terminais, resultando na ruptura da interação entre as 
terminações N e C do NLR e permitindo a oligomerização em 
um complexo que agora é capaz de recrutar uma quinase ati- 
vadora do NF«B (inclusive a RIP-2) ou uma protease da 
família das caspases, que podem processar e ativar proteolitica- 
mente o precursor da IL-1f e transformá-lo na citocina com- 
pletaebiologicamenteativa. Esse último complexo — conhecido 
como inflamassomo — é reunido em resposta a alguns PAMP 
e é importante para as sínteses da IL-1B e da IL-18. 


Receptores de helicase RIG-like (RLR) 


As helicases RIG-like constituem um grupo de proteínas 
recém-descobertas, que atuam como sensores intracelulares 


para os produtos derivados dos virus. Como também ocorre 
com os NLR, os RLR são encontrados no citoplasma e todos 
parecem ser ativados em resposta ao RNA de hélice dupla; 
esses receptores são capazes de dirigir a ativação do NFKB e 
do IRF3/4 que, em conjunto, induzem os interferons antivi- 
rais tipo I (IFNa e B). 


Receptores de varredura 


Os receptores de varredura constituem a última classe de 
receptores fagocíticos capazes de reconhecer vários polímeros 
aniônicos e proteínas acetiladas de baixa densidade. A função 
da molécula de varredura CD14 no controle do LPS (endo- 
toxina lipopolissacarídica) Gram-negativo merece algumas 
considerações, porque a incapacidade de fazê-lo pode resultar 
em choque séptico. A molécula do lipídio A biologicamente 
reativo do LPS é reconhecida por uma proteína de ligação do 
LPS plasmático e, em seguida, o complexo capturado pela 
molécula de varredura CD14 na célula fagocitária ativa o 
TLR4. 


O encontro com o receptor de reconhecimento 
de padrão (PRR) resulta na ativação celular e na 
síntese das citocinas proinflamatórias 


Depois do encontro com ligantes de qualquer um dos PRR 
mencionados anteriormente, o resultado final é uma alteração 
do comportamento da célula, que sai do estado latente e 
entra em seu estado ativado. Os macrófagos e os neutrófilos 
ativados são capazes de fagocitar partículas que se combinam 
com seus PRR e, nesse estado, eles também liberam diversas 
citocinas e quimiocinas que amplificam ainda mais a resposta 
imune. 

Como mencionado anteriormente, o acoplamento de 
muitos PRR citados resulta em uma cascata de transdução de 
sinais que culmina com a ativação do NFKB, um fator de 
transcrição que controla a expressão de várias moléculas imu- 
nologicamente importantes, inclusive as citocinas e as qui- 
miocinas (Figuras 1.7 e 1.9). Nas células em repouso, o NFkB 
fica sequestrado no citoplasma por seu inibidor IkB, que 
suprime um sinal de localização nuclear do primeiro. Com a 
ligação de um PAMP ao seu PRR correspondente, o NFkB 
é liberado do IxB em consequência das ações de uma quinase 
que fosforila este último e promove sua destruição. Em 
seguida, o NF«B fica livre para ser transferido ao núcleo em 
busca dos seus genes-alvo de forma a iniciar a transcrição 
(Figura 1.9). 

Outras cascatas de fatores de transcrição, que envolvem 
principalmente os fatores regulados pelos interferons (IRF), 
também são ativadas depois do encontro com os PRR 
(Figura 1.7). Alguns dos mediadores inflamatórios mais 
importantes sintetizados e liberados em resposta à ativação 
dos PRR incluem os interferons antivirais (veja a p. 26), as 
citocinas proteicas pequenas como a interleucina-1f (IL-1B), 
IL-6 e IL-12, e o fator de necrose tumoral a (TNFa) (veja a 


p- 237), que ativa outras células por meio da ligação aos re- 
ceptores específicos, e as quimiocinas (como a IL-8), que 
representam um subgrupo de citocinas quimiotáxicas. Em 
conjunto, essas moléculas amplificam ainda mais a resposta 
imune e produzem efeitos nos capilares sanguíneos locais, que 
permitem o extravasamento dos neutrófilos que chegam aos 
tecidos em grandes quantidades para ajudar os macrófagos a 
lidarem com a situação. 


Células agonizantes também liberam moléculas 
capazes de ativar os PRR 


Como mencionamos antes, as células que sofrem necrose 
(mas não apoptose) também podem liberar moléculas (como 
DAMP) capazes de ativar os PRR (Figura 1.3). A identidade 
dessas moléculas está sendo definida lentamente, mas inclui 
a HMGBI, os membros da família de proteínas de ligação ao 
cálcio $100, a HSPGO e as citocinas clássicas como IL-la e 
IL-33. Alguns DAMP parecem ser capazes de ligar-se aos 
membros da familia dos TLR (i. e., existem indícios de que 
a HMGBI sinalize por meio do TLR4), enquanto outros 
como a IL-la e IL-33 ligam-se aos receptores específicos da 
superfície celular que possuem moléculas de sinalização intra- 
celular semelhantes aos receptores TLR. 

Os DAMP participam da amplificação das respostas 
imunes aos agentes infecciosos que provocam morte celular e 
também desempenham um papel importante no fenômeno 
conhecido como lesão estéril, na qual há uma resposta imune 
sem qualquer agente infeccioso detectável (p. ex., a equimose 
que se forma em resposta a uma lesão por compressão que 
não viola a barreira celular constitui uma reação imune inata). 
Na verdade, Polly Matzinger sugeriu que as respostas imunes 
intensas ocorrem apenas quando estruturas estranhas são 
detectadas em presença de lesão tecidual (i. e., uma fonte de 
DAMP). Nessas condições, a hipótese é de que o sistema 
imune não precisa responder quando um agente infeccioso 
não está causando qualquer dano. Desse modo, os PAMP e 
os DAMP podem atuar sinergicamente de modo a desenca- 
dear respostas imunes mais vigorosas e eficazes que as que 
ocorreriam em resposta a apenas um deles. 


Células fagocitárias englobam e 
destroem os microrganismos 


Os macrófagos e os neutrófilos são fagócitos 
“profissionais” dedicados 


O envolvimento e a digestão dos microrganismos são realiza- 
dos por dois tipos celulares principais identificados por Elie 
Metchnikoff na virada do último século como micrófagos e 
macrófagos. 


Macrófago 


Essas células originam-se dos promonócitos da medula óssea 
que, depois da diferenciação em monócitos sanguíneos 
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(Figura 1.10a), finalmente se estabelecem nos tecidos na 
forma de macrófagos adultos, onde constituem o sistema 
fagocítico mononuclear (Figura 1.11). Essas células estão 
distribuídas por todos os tecidos conjuntivos e ao redor das 
membranas basais dos vasos sanguíneos diminutos e estão 
concentradas principalmente nos pulmões (Figura 1.10h; 
macrófagos alveolares), no fígado (células de Kupffer) e nos 
revestimentos dos sinusoides esplênicos e nos seios medulares 
dos linfonodos, onde estão estrategicamente posicionados 
para filtrar materiais estranhos. Outros exemplos são as 
células mesangiais do glomérulo renal, a micróglia do encé- 
falo e os osteoclastos dos ossos. Ao contrário dos neutrófilos, 
os macrófagos têm vida longa e apresentam quantidades 
significativas de retículo endoplasmático rugoso e mitocôn- 
drias; enquanto os neutrófilos constituem a defesa principal 
contra as bactérias piogênicas (que formam pus), como regra 
geral pode-se dizer que os macrófagos são mais bem-sucedi- 
dos no combate a essas bactérias (Figura 1.10g), aos vírus e 
aos protozoários que conseguem sobreviver dentro das células 


do hospedeiro. 


Neutrófilo polimorfonuclear 


A menor das células fagocitárias, o neutrófilo polimorfonu- 
clear, origina-se da mesma célula-tronco hematopoética pre- 
cursora dos outros elementos formados do sangue e é o 
principal leucócito presente na corrente sanguínea. O neutró- 
filo não se divide, tem vida curta e apresenta núcleo multilo- 
bulado e muitos grânulos (Figura 1.12), que praticamente não 
são corados pelos corantes histológicos como a hematoxilina- 
-eosina, ao contrário das estruturas semelhantes existentes nos 
eosinófilos e nos basófilos (Figura 1.10c e 1.10i). Os grânulos 
dos neutrófilos podem ser de dois tipos: (i) o granulo azuró- 
filo primário que se forma precocemente (Figura 1.10e), tem 
lisossomos com aspecto morfológico típico e contém mielope- 
roxidase e muitos efetores antimicrobianos não oxidativos, 
incluindo defensinas, proteína de aumento da permeabilidade 
bactericida (BPI, do inglês, bactericidal permeability increasing) 
e catepsina G (Figura 1.12); e (ii) os grânulos específicos 
secundários negativos para peroxidase, que contêm lactofer- 
rina, grande parte da lisozima, fosfatase alcalina (Figura 1.10d) 
e citocromo bss ligado à membrana (Figura 1.12). As reservas 
abundantes de glicogênio podem ser usadas na glicólise, que 


permite que as células trabalhem em condições anaeróbias. 


Os micróbios são englobados pelas células 
fagocitárias ativadas 


Depois da adesão do micróbio à superfície do neutrófilo ou 
do macrófago por meio de um PAMP (Figura 1.13.2), o sinal 
resultante (Figura 1.13.3) inicia a fase de ingestão por ativa- 
ção do sistema contrátil de actina-miosina, que estende os 
pseudópodos ao redor da partícula (Figuras 1.13.4 e 1.14); 
à medida que os receptores adjacentes ligam-se sequencial- 
mente à superfície do micróbio, a membrana plasmática 
é puxada ao redor da partícula como se fosse um “zíper”, 
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Figura 1.10 Células que participam da imunidade inata. (a) Monócito com o núcleo em “forma de ferradura” e citoplasma pálido 
moderadamente abundante. Observe os três neutrófilos polimorfonucleares multilobulados e o linfócito pequeno (embaixo e à 
esquerda); corante de Romanowsky. (b) Dois monócitos corados para esterase inespecífica com a-naftilacetato. Observe o citoplasma 
vacuolado. A célula pequena com coloração focal ao alto é um linfócito T. (c) Quatro neutrófilos polimorfonucleares e um eosinófilo. Os 
núcleos multilobulados e os grânulos citoplasmáticos estão nitidamente evidentes, enquanto o eosinófilo encontra-se intensamente 
corado. (d) Neutrófilo polimorfonuclear com grânulos citoplasmáticos corados para fosfatase alcalina. (e) Neutrófilos primitivos na 
medula óssea. Os grânulos azurofílicos primário (PG), que inicialmente se concentram nas proximidades do núcleo, avançam na 
direção da periferia quando os grânulos específicos dos neutrófilos são produzidos pelo aparelho de Golgi à medida que a célula sofre 
maturação. O núcleo gradativamente se torna lobular (LN); corante de Giemsa. (f) Células inflamatórias presentes em uma área de 
hemorragia cerebral demonstrando o macrófago grande ativo ao centro com hemácias fagocitadas e vacúolos proeminentes. À direita 
está um monócito com núcleo em forma de ferradura e cristais citoplasmáticos de bilirrubina (hematoidina). Vários neutrófilos 
multilobulados estão bem delineados; corante Giemsa. (g) Macrófagos em culturas monolaminares depois da fagocitose das 
micobactérias (coradas em vermelho); carbolfucsina contracorada com verde malaquita. (h) Vários macrófagos alveolares 
arredondados dentro dos alvéolos pulmonares. (i) Basófilo com grânulos intensamente corados em comparação com um neutrófilo 
(embaixo). (j) Mastócito da medula óssea. Núcleo central redondo circundado por grânulos volumosos intensamente corados. Na parte 
inferior da imagem, há duas células precursoras eritroides pequenas; corante de Romanowsky. (k) Mastócitos teciduais da pele 
corados com azul toluidina. Os grânulos intracelulares são metacromáticos e coram-se em púrpura avermelhada. Observe a 
concentração ao redor dos capilares da derme. (As lâminas das ilustrações (a), (b), (d-f), (i) e (j) reproduzidas nesta figura foram 
cedidas gentilmente pelo Sr. M. Watts do Department of Haematology, Middlesex Hospital Medical School; a ilustração (c) foi 
gentilmente cedida pelo professor J.J. Owen; a lâmina (g), pelos professores P. Lydyard e G. Rook; a lâmina (h), pelo Dr. Meryl 
Griffiths; e a lâmina (k), pelo professor N. Woolf.) 
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Figura 1.11 Sistema fagocítico mononuclear. Os 
precursores promonocíticos da medula óssea 
desenvolvem-se em monócitos sanguíneos circulantes que, 
por fim, distribuem-se por todo o corpo como macrófagos 
maduros (M®). A outra célula fagocitária principal — o 
neutrófilo polimorfonuclear — fica praticamente confinada à 
circulação sanguínea, exceto quando é recrutada aos focos 
de inflamação aguda. 


até que o microrganismo esteja totalmente envolvido em um 
vacúolo (fagossomo; Figuras 1.13.5 e 1.14). Em seguida, o 
processo avança rapidamente e, depois de 1 minuto, os grá- 
nulos citoplasmáticos fundem-se com o fagossomo e descar- 
regam seu conteúdo ao redor do microrganismo aprisionado 
(Figuras 1.13.7 e 1.15), que fica sujeito a um arsenal impres- 
sionante de mecanismos microbicidas. 


Existem diversos mecanismos microbicidas 


Destruição por intermediários reativos 
do oxigênio 


Os problemas encontrados pelo invasor começam no 
momento em que se inicia a fagocitose. Há um aumento 
dramático da atividade da via derivativa da hexose-mono- 
fosfato, que forma nicotinamida adenina dinucleotídio 
fosfato reduzido (NADPH). Os elétrons são transferidos do 
NADPH para uma flavoproteína da membrana que contém 
flavina-adenina dinucleotídio (FAD) e, em seguida, para um 
citocromo singular presente na membrana plasmática (cyt 
bsss). Esse citocromo tem potencial redox médio muito 
baixo (-245 mV), que lhe permite reduzir diretamente o 
oxigênio molecular em ânion superóxido (Figura 1.16a). 
Desse modo, a reação principal catalisada por essa oxidase 
do NADPH, que inicia a formação dos intermediários rea- 
tivos do oxigênio (ROI, do inglês, reactive oxygen interme- 
diates), é a seguinte: 
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Grânulos Grânulos 
azurofilicos especificos 
0,5mm 0,2 mm 
1.500/célula 3.000/célula 
Lisozima Lisozima 
Mieloperoxidase Citocromo b558 

Elastase Fosfatase OH- 
Catepsina G 
Hidrolases de H+ Lactoferrina 
Proteína de ligação 
Defensinas BPI da vitamina B,, 


Figura 1.12 Ultraestrutura do neutrófilo. A figura ilustra 
claramente o núcleo multilobulado e dois tipos de grânulos 
citoplasmáticos. (Cortesia do Dr. D. McLaren.) 


NADPH + O, > NADP* + -O, 


(anion superóxido) 


O Anion superóxido é convertido em peróxido de hidro- 
gênio sob ação da superóxido-dismutase, e, em seguida, em 
radicais hidroxilas (-OH). Todos esses produtos apresentam 
reatividade química notável contra uma gama ampla de 
alvos moleculares e isso os torna agentes microbicidas for- 
midáveis; em particular, a -OH é um dos radicais livres mais 
reativos conhecidos. Além disso, a combinação do peróxido, 
da mieloperoxidase e dos íons halidas forma um sistema 
halogenador potente capaz de destruir bactérias e vírus 
(Figura 1.16a). Embora o H2O; e os compostos halogenados 
não sejam tão reativos quanto os radicais livres, eles são mais 
estáveis e, consequentemente, difundem-se por distâncias 
maiores; isso explica seus efeitos tóxicos contra os micror- 
ganismos presentes no meio extracelular circundante. 
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Quimiotaxia Adesão por reconhecimento 


Ativação celular pelo receptor Início da fagocitose 
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Figura 1.13 Fagocitose e destruição de uma bactéria. Estágio 3/4, explosão respiratória e ativação da NADPH oxidase; estágio 5, 
lesão pelos intermediários reativos do oxigênio; estágio 6/7, ações lesivas da peroxidase, das proteínas catiônicas, das defensinas 


peptídicas antibióticas, da lisozima e da lactoferrina. 


Figura 1.14 Adesão e fagocitose. 

(a) Fagocitose da Candida albicans por 
um leucócito polimorfonuclear 
(neutrófilo). A adesão ao manano da 
superfície da parede fúngica inicia o 
processo de envolvimento da partícula 
fúngica pelos braços citoplasmáticos. 
Os grânulos lisossômicos são 
abundantes, mas as mitocôndrias são 
raras (15.000x). (b) Fagocitose da C. 
albicans por um monócito, 
demonstrando a formação praticamente 
completa do fagossomo (seta) ao redor 
de um fungo e a ingestão completa de 
duas outras partículas fúngicas 
(5.000x). (Cortesia do Dr. H. 
Valdimarsson.) 


Destruição por intermediários reativos 
do nitrogênio 


O óxido nítrico tornou-se conhecido principalmente como 
mediador fisiológico depois que se demonstrou ser idêntico ao 
fator relaxante derivado do endotélio. Essa era apenas uma das 
suas diversas funções (incluindo mediação da ereção peniana, 
pode acreditar!), mas a mais interessante no contexto atual é 
sua síntese por uma NO. sintase indutível (INOS) na maioria 
das células, mas principalmente nos macrófagos e nos neutró- 


filos humanos, desse modo formando um sistema antimicro- 
biano potente (Figura 1.16b). Enquanto a NADPH oxidase 
está voltada para a destruição dos microrganismos extracelula- 
res fagocitados e aprisionados dentro do vacúolo fagocítico, o 
mecanismo do NO. pode atuar contra os micróbios que 
invadem o citosol; desse modo, não é surpreendente que a 
maioria das células não fagocitárias que podem ser infectadas 
por vírus e outros parasitos esteja equipada com o recurso da 
iNOS. O mecanismo de ação pode ser por decomposição dos 
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Figura 1.15 Formação do 
fagolisossomo. (a) Neutrófilo, 

30 minutos depois da fagocitose da C. 
albicans. O citoplasma ja esta 
parcialmente desgranulado e dois 
grânulos lisossômicos (setas) estão 
sendo fundidos com o vacúolo 
fagocítico. Os dois lobos do núcleo 
estão evidentes (5.000x). 

(b) Ampliação maior da imagem 

(a) demonstrando a fusão dos grânulos 
e a liberação do seu conteúdo dentro 
do vacúolo fagocítico (setas) 
(33.000x). (Cortesia do Dr. H. 
Valdimarsson.) 


Figura 1.16 Mecanismos microbicidas das células 
fagocitárias. (a) Produção dos intermediários reativos do 
Citosol oxigênio. Os elétrons originados do NADPH são transferidos 
pela enzima flavocitocromo-oxidase à molécula de oxigênio 
para formar as espécies moleculares microbicidas ilustradas 
nos quadrados de cor laranja. (Para os mais estudiosos — o 
agente desencadeante da fagocitose liga-se a um receptor de 
domínio com sete alças transmembrana ligado a uma proteína 
G, que ativa uma proteína de ligação do trifosfato de guanosina 
(GTP) intracelular. Por sua vez, isso ativa um conjunto de 
enzimas: fosfoinositol-3-quinase envolvida na reorganização do 
citoesqueleto necessária às respostas quimiotáxicas (p. 18); 
fosfolipase-Cy2 que medeia os eventos que culminam na 
desgranulação dos lisossomos e na fosforilação da p47 phox 
por ativação da proteína quinase C; e os sistemas das quinases 
MEK e MAP (Figura 8.8), que controlam a formação da NADPH 
oxidase. Isso é formado pelo citocromo bsss da membrana, que 
consiste em uma proteína heme p21 ligada à gp91 com sítios 
de ligação para o NADPH e o FAD em sua superfície 
intracelular, para a qual a p47 e a p67 fosforiladas são 


NO sintase 


0; 
-ONOO transferidas do citosol com a ativação da oxidase.) (b) Produção 
She do óxido nítrico. A enzima — estruturalmente semelhante à 
Fe(RS), (NO), NADPH oxidase — pode ser inibida pelo análogo da arginina 
1 N-monometil-L-arginina (L-NMMA). A combinação do NO: com o 


-Argini itruli Fe/RSH A i E ie 
LArginina Citrutina Anion superóxido resulta no radical peroxinitrito altamente tóxico 
L-NMMA ((ONOO), que é clivado por protonação para formar as 
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Proteína bactericida de aumento da 
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grupos prostéticos de Fe-S de algumas enzimas transportadoras 
de elétrons, depleção do ferro e formação de radicais tóxicos de 
-ONOO. Hoje se sabe que o gene N-ramp, relacionado com a 
resistência aos micróbios como bacilo de Calmette-Guérin 
(BCG), Salmonella e Leishmania, que conseguem sobreviver no 
meio intracelular, codifica uma proteína que forma um canal 
transmembrana potencialmente envolvido no transporte do 
NO. através das membranas dos lisossomos. 


Destruição pelas moléculas antimicrobianas 
pré-formadas (Figura 1.16c) 


Essas moléculas presentes nos grânulos dos neutrófilos entram 
em contato com o microrganismo ingerido quando ocorre a 
fusão com o fagossomo. A dismutação do superóxido consome 
os íons hidrogênio e aumenta ligeiramente o pH do vacúolo, 
desse modo permitindo que a família de proteínas e peptídios 
catiônicos atue em condições ideais. Essas últimas proteínas 
— conhecidas como defensinas — têm cerca de 3,5 a 4 kDa, 
sempre contêm grandes quantidades de arginina e alcançam 
concentrações incrivelmente altas dentro do fagossomo (na 
faixa de 20 a 100 mg/m4). Como também ocorre com as 
colicinas descritas antes, as defensinas têm estrutura anfipática 
que lhes permite entrar nas membranas microbianas para 
formar canais iônicos desestabilizadores regulados por volta- 
gem (quem copiou quem?). Esses peptídios antibióticos 
alcançam concentrações entre 10 e 100 ug/m£ e atuam como 
desinfetantes contra um espectro amplo de bactérias Gram- 
positivas e Gram-negativas, muitos fungos e alguns vírus 
envelopados. Alguns deles têm seletividade notável para 
micróbios procarióticos e eucarióticos em comparação com 
as células do hospedeiro, que depende em parte da compo- 
sição diferente de suas membranas lipídicas. É impressionante 
a capacidade de diferenciação desse recurso surpreendente- 
mente simples, que consegue diferenciar diversos tipos de 
células estranhas (i. e., micróbios) das estruturas próprias. 

Como se isso não fosse suficiente, as membranas das 
bactérias também são danificadas pela ação das proteases 
neutras (catepsina G) e pela transferência direta da BPI à 
superfície do micróbio, que aumenta a permeabilidade bac- 
teriana. O pH ácido, a lisozima e a lactoferrina são fatores 
bactericidas ou bacteriostáticos independentes do oxigênio e 
podem atuar em condições anaeróbias. Curiosamente, a liso- 
zima e a lactoferrina têm ações sinérgicas. Por fim, os micror- 
ganismos mortos são digeridos por enzimas hidrolíticas e os 
produtos da decomposição são liberados no meio externo 
(Figura 1.13.8). 

Até aqui, o leitor pode ser desculpado por seu ligeiro 
convencimento depois de entender o impressionante poten- 
cial antimicrobiano das células fagocitárias. Contudo, há 
alguns obstáculos inesperados que devem ser considerados; 
nosso arsenal formidável de armas mortais é inútil, a menos 
que o fagócito possa: (i) “chegar” ao microrganismo; (ii) 
aderir a ele; e (iii) responder à ativação da membrana que 
inicia seu envolvimento. Algumas bactérias produzem subs- 
tâncias químicas (p. ex., o peptídio formil.Met.Leu.Phe) que 


atraem leucócitos por um processo conhecido como quimio- 
taxia; muitos microrganismos aderem à superfície do fagócito 
e alguns ativam espontaneamente o sinal de iniciação apro- 
priado em suas membranas. Contudo, nossos adversários 
microbianos férteis estão em constante mutação de modo a 
produzir novas espécies capazes de resistir às defesas quando 
não se comportam como seria esperado. O que ocorre então? 
O organismo resolveu facilmente esses problemas depois de 
alguns milhões de anos de evolução, com o desenvolvimento 
do sistema complemento. 


O complemento facilita a fagocitose e a 
destruição das bactérias 


O sistema complemento é formado por um grupo de cerca de 
20 ou mais proteínas plasmáticas que são ativadas em série 
depois da ligação a determinados polissacarídios microbianos 
que normalmente não estão presentes nos vertebrados, mas 
são encontrados comumente nas membranas das bactérias. 
Muitos fatores do complemento são proteases produzidas 
inicialmente na forma de precursores inativos que são ativa- 
dos depois da detecção dos PAMP, quando cada protease ativa 
o próximo componente da cadeia. A ativação do comple- 
mento pode resultar na ligação dos seus componentes às 
superfícies da célula bacteriana (processo conhecido como 
opsonização em termos imunológicos), que pode facilitar 
acentuadamente sua captação pelos fagócitos. A deposição 
dos fatores do complemento em sua superfície também pode 
resultar na destruição direta da bactéria que teve a infelici- 
dade de iniciar essa reação em série. Outra consideração igual- 
mente importante é que alguns fragmentos do complemento, 
que são formados como subprodutos da ativação desse 
sistema, podem atuar como fatores quimiotáxicos de 
maneira a dirigir as células fagocitárias (p. ex., neutrófilos e 
macrófagos) para a bactéria desafortunada, resultando em sua 
captura por fagocitose. Esses últimos fatores do complemento 
também podem ativar os mastócitos locais (que estão descri- 
tos com mais detalhes logo adiante) a liberarem moléculas 
que ajudam a recrutar neutrófilos e outras células do sistema 
imune ao foco infeccioso, por meio do aumento da permeabi- 
lidade dos vasos sanguíneos locais. De qualquer modo, a ati- 
vação do complemento traz problemas para nossos pequenos 
adversários bacterianos. Quando se consideram as diversas 
proteínas envolvidas, o sistema complemento pode parecer 
inicialmente atemorizante, mas é importante ter em mente os 
objetivos gerais de facilitar a fagocitose, recrutar outras células 
imunes e dirigir a destruição dos microrganismos, à medida 
que aprofundemos a discussão a seguir. 


O complemento e sua ativação 


Além dos sistemas da coagulação sanguínea, da fibrinólise e 
da síntese de fibrina, o complemento constitui um dos siste- 
mas enzimáticos ativáveis do plasma. Em geral, esses sistemas 
produzem respostas rápidas e altamente amplificadas a um 
estímulo desencadeante, que são mediadas por uma reação 
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iC3b 


Superficie celular 


Figura 1.17 Bases estruturais da clivagem do C3 pela C3 convertase e sua ligação covalente aos grupos -OH ou ‘NH, na 
superficie celular por exposição das ligações internas de tiol-éster. A clivagem adicional resulta na formação de fragmentos cada 
vez menores (C3dg e C3d) ligados à membrana. (Ilustração baseada essencialmente em Law S.H.A. e Reid K.B.M (1988): 


Complement, Figura 2.4. IRL Press, Oxford.) 


em cascata na qual o produto de uma reação é o catalisador 
enzimático da próxima. 

Alguns dos componentes do complemento são designa- 
dos pela letra “C” seguida de um número, que está mais 
relacionado com a cronologia de sua descoberta do que com 
sua posição na sequência das reações. O componente mais 
abundante e essencial é o C3, que tem peso molecular de 
195 kDa e concentrações plasmáticas aproximadas de 1,2 
mg/m/. 


O C3 sofre clivagem espontânea lenta 


Em condições normais, a ligação tiol-éster interna do C3 
(Figura 1.17) torna-se ativada espontaneamente a uma taxa 
muito lenta, seja por reação com a água ou com as quantida- 
des diminutas de uma enzima proteolítica plasmática, for- 
mando um intermediário reativo que pode ser o produto de 
decomposição C3b ou uma molécula funcionalmente seme- 
lhante designada como C3i ou C3(H,0). Em presença de 
Mg”, essa molécula pode formar complexos com outro com- 
ponente do complemento (fator B) que, em seguida, é clivado 
por uma enzima plasmática normal (fator D) para gerar 
C3bBb. É importante salientar que, por convenção, o traves- 
são sobre um complexo indica atividade enzimática e que, 
com a clivagem de um componente do complemento, o 
produto maior geralmente recebe o sufixo “b” e o menor, o 
sufixo “a”. 

O C3bBb demonstra uma nova atividade enzimática 
importante, ou seja, ele é uma C3 convertase capaz de des- 
dobrar o componente C3 em C3a e C3b. A seguir, descreve- 
remos sucintamente as consequências biológicas importantes 
da clivagem do C3 com relação às defesas antimicrobianas, 
mas em condições normais deve haver algum mecanismo que 
contenha esse processo a um nível “regulado”, porque isso 
também pode formar mais C3bBb, ou seja, trata-se de um 


mecanismo de feedback positivo potencialmente descontro- 
lado (Figura 1.18). Como também ocorre com todos os sis- 
temas ativáveis potencialmente explosivos, o complemento 
tem mecanismos reguladores poderosos. 


Em condições normais, os níveis do C3b são 
rigorosamente controlados 


Em solução, a convertase C3bBb é instável e o fator B é 
facilmente deslocado por outro componente (fator H) para 
formar C3bH, que é suscetível ao ataque pelo inativador do 
C3b (fator I) (Figura 1.18; mais detalhes na p. 384). O iC3b 
inativado é biologicamente inativo e sofre decomposição adi- 
cional pelas proteases existentes nos líquidos corporais. Os 
outros mecanismos reguladores estão descritos em outros 
capítulos (veja a p. 384). 


A C3 convertase é estabilizada nas superfícies 
microbianas 


Alguns microrganismos podem ativar a convertase C3bBb e 
produzir grandes quantidades de produtos da clivagem do C3 
por estabilização da enzima em suas superfícies (carboidra- 
tos), desse modo impedindo a ação do fator H sobre o C3b. 
Em seguida, outra proteína (properdina) atua nessa convertase 
ligada de forma a aumentar sua estabilidade. À medida que o 
C3 é decomposto pela enzima ligada à membrana de superfi- 
cie e forma C3b, ele passa por uma alteração de conformação 
e sua ligação interna de tiol-éster potencialmente reativa fica 
exposta. Como a meia-vida do C3b recém-formado é menor 
que 100 microssegundos, esse fragmento consegue difundir-se 
por uma distância curta antes de reagir covalentemente com 
os grupos hidroxila ou amino disponíveis na superfície da 
célula microbiana (Figura 1.17). Desse modo, cada sítio cata- 
lítico resulta na acumulação de grandes quantidades de molé- 
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Figura 1.18 Ativação microbiana da 
via alternativa do complemento por 
estabilização da C3 convertase 
(C3bBb) e seu controle pelos 
fatores H e I. Quando se liga à 
superfície de uma célula do 
hospedeiro ou está em sua fase 
líquida, diz-se que o C3b da 
convertase está em sua forma 
“desprotegida”, ou seja, sua afinidade 
pelo fator H é muito maior que pelo 
fator B, e por esta razão é suscetível à 
decomposição pelos fatores H e |. Na 
superfície de um micróbio, o C3b 
liga-se mais vigorosamente ao fator B 
que ao fator H, e consequentemente 
fica “estabilizado” ou “protegido” da 
clivagem — ainda mais quando depois 
se liga à properdina. Embora 
filogeneticamente essa seja a via mais 
antiga de ativação do complemento, 
ela foi descoberta mais tarde como 
mecanismo independente descrito no 
capítulo subsequente e, por esta 
razão, recebeu a denominação 
confusa de “alternativa”. O símbolo 
-——> representa um processo de 
ativação. A barra horizontal acima de 
um componente indica sua ativação. 


Superfície microbiana protegida 


Estabilização 


Regulação do C3b 


Desprotegido na superfície da célula do hospedeiro ou em fase líquida 


culas C3b na superfície dos microrganismos. Essa série de 
reações que culminam na decomposição do C3 e é desenca- 
deada diretamente pelos micróbios é conhecida como via 
alternativa de ativação do complemento (Figura 1.18). 


Os componentes pós-C3 formam um complexo 
de ataque à membrana 


O recrutamento de outra molécula de C3b ao complexo 
enzimático C3bBb forma uma C5 convertase, que ativa o 
componente C5 por clivagem proteolítica com liberação de 
um polipeptídio pequeno (C5a) e conservação do fragmento 
C5b grande ligado frouxamente ao C3b. O acoplamento 
sequencial do C6 e do C7 ao C5b forma um complexo com 
sítio de ligação transitória à membrana e afinidade pela cadeia 
B-peptidica do C8. A cadeia C8a está situada na membrana 
e dirige as alterações de conformação do C9, que o transfor- 
mam em uma molécula anfipática capaz de penetrar a bica- 
mada lipídica (veja as colicinas, p. 8) e polimerizar-se para 
formar um complexo de ataque à membrana (MAC, do 
inglês, membrane attack complex; Figuras 1.19 e 2.4) circular. 


Isso forma um canal transmembrana totalmente permeável 
aos eletrólitos e à água e, em consequência da pressão coloi- 
dosmética intracelular elevada, por fim há entrada de Na’ e 
água, geralmente resultando na destruição do microrganismo. 


O complemento desempenha várias funções 
biológicas defensivas 


Por convenção, essas funções podem ser classificadas em três 
grupos principais: 


1 Adesão do C3b aos receptores do complemento 
As células fagocitárias dispõem de receptores para C3b 
(CRI) e iC3b (CR3) que facilitam a adesão dos microrga- 
nismos à superfície celular quando estão recobertos por 
C3b (mais detalhes na p. 333). 

2 Liberação de fragmentos biologicamente ativos 
O C3a e o C5a — peptídios pequenos desdobrados das 
moléculas originais durante a ativação do complemento — 
desempenham várias funções importantes. Ambos atuam 
diretamente nos fagócitos, principalmente neutrófilos, de 


c9 


Solutos 


Superfície da célula 


MAC 


\ 


forma a estimular a explosão respiratória associada à pro- 


dução dos intermediários reativos do oxigênio e aumentar a 
expressão dos receptores de superficie para C3b e iC3b. 
Além disso, esses dois fragmentos são anafilatoxinas porque 
conseguem desencadear a liberação dos mediadores dos 
mastócitos (Figuras 1.10k e 1.20) e dos seus corresponden- 
tes teciduais (basófilos) (Figura 1.10i), um fenômeno tão 
importante para nossa discussão que descrevemos os detalhes 
dos mediadores e suas ações na Figura 1.21; atente especial- 
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Figura 1.19 Reações pós-C3, que resultam na formação 
do C5a e do complexo de ataque à membrana (MAC). 

(a) Desenho da combinação de moléculas. A alteração de 
conformação da estrutura da proteína C9, que a converte de 
uma molécula hidrofóbica em anfipatica (com regiões 
hidrofóbicas e hidrofilicas), pode ser interrompida por um 
anticorpo produzido contra os peptídios lineares derivados da 
C9; como o anticorpo não reage com as formas da molécula 
solúveis ou ligadas à membrana, ele deve estar detectando 
uma estrutura intermediária revelada transitoriamente por uma 
recombinação estrutural profunda. (b) A fotografia de 
microscopia eletrônica de um complexo C5b-9 incorporado 
às membranas lipossômicas demonstra claramente sua 
estrutura circular. O complexo cilíndrico aparece em visão 
lateral depois de ser inserido na membrana do lipossomo à 
esquerda, mas em visão anterior à direita. Embora a estrutura 
intrínseca seja funcional, a formação do cilindro circular de 
C9 provavelmente não é essencial à ação citotóxica na 
membrana da célula-alvo, porque o mesmo pode ser 
conseguido com a inserção de apenas duas moléculas 
anfipáticas de C9 para formar um MAC bem definido. 
(Cortesia do professor J. Tranum-Jensen e do Dr. S. Bhakdi.) 


Figura 1.20 O mastócito. (a) Célula 
inativa com muitos grânulos acoplados à 
membrana contendo mediadores 
pré-formados. (b) Mastócito ativado. 
Observe que os grânulos liberaram seu 
conteúdo e estão morfologicamente 
alterados, ou seja, maiores e menos 
eletrodensos. Embora a maioria dos 
grânulos alterados permaneça na 
periferia da célula, eles estão abertos 
para o espaço extracelular. (Fotografias 
de microscopia eletrônica, 5.400x.) 
(Cortesia dos Drs. D. Lawson, C. Fewtrell, 
B. Gomperts e M.C. Raft (1975) Journal 
of Experimental Medicine 142, 391.) 


mente às propriedades quimiotáxicas desses mediadores e 
seus efeitos nos vasos sanguíneos. Intrinsecamente, o C3a é 
um fator quimiotáxico para eosinófilos, enquanto o C5a é 
um fator quimiotáxico potente para neutrófilos e também 
demonstra a capacidade notável de atuar diretamente no 
endotélio capilar para causar vasodilatação e aumento da 
permeabilidade; este último efeito parece ser prolongado 
pelo leucotrieno B4 liberado pelos mastócitos, neutrófilos e 
macrófagos ativados. 
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Figura 1.21 Ativação do 
mastócito culminando na 
liberação dos mediadores 
por dois mecanismos. 

(i) Liberação dos mediadores 
pré-formados presentes nos 
grânulos e (ii) metabolismo 
do ácido araquidônico 
produzido pela ativação de 
uma fosfolipase. O Ca?* e o 
AMP cíclico são essenciais à 
iniciação desses eventos, mas 
os detalhes ainda não estão 
definidos. A ativação do 
mastócito pode ocorrer por 
meio do C3a, do C5a ou até 
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3 O complexo terminal pode causar danos às membranas 
Como já mencionado, a inserção do complexo de ataque 
à membrana pode provocar a desintegração da célula. 
Providencialmente, o complemento é relativamente inefi- 
ciente para dissolver as membranas das células autólogas 
do hospedeiro em razão da existência de proteínas contro- 
ladoras (veja a p. 384). 


Agora, podemos reunir um cenário defensivo organizado 
eficazmente e iniciado pela ativação da via alternativa do 
complemento. 

No primeiro ato, C3bBb encontra-se estabilizada na 
superfície do micróbio e cliva grandes quantidades de C3. O 
fragmento C3a é liberado, mas as moléculas C3b ligam-se 
abundantemente ao micróbio. Esses fragmentos ativam a 
próxima etapa da reação para produzir C5a e o complexo de 
ataque à membrana (embora muitos microrganismos sejam 
resistentes à sua ação). 


Resposta inflamatória 


Inflamação é o termo usado para descrever uma série de 
eventos que acompanham uma resposta imune e apresentam 
algumas características como: edema, eritema (causado pela 
dilatação capilar), dor e aumento da temperatura local. Essas 
características constituem o resultado coletivo da liberação de 
citocinas, quimiocinas, fragmentos do complemento e aminas 
vasoativas pelos macrófagos e mastócitos depois do encontro 
inicial com um patógeno. Todos esses mediadores inflamató- 
rios ajudam a recrutar os neutrófilos e as proteínas plasmáticas 
ao foco infeccioso porque induzem vasodilatação dos vasos 
sanguíneos situados nas proximidades do foco da infecção e 
porque atuam como fatores quimiotáxicos para os neutrófilos 
do sangue circulante. As células e o líquido adicionais que se 
acumulam no foco infeccioso (e contribuem para o edema 
observado), a acentuação da vermelhidão cutânea regional e 
a hipersensibilidade associada constituem a reação inflamató- 
ria clássica. 


Capitulo 1 | Imunidade Inata 23 


Pele 


9008 
LARA) 
Macréfagos — a” so 
teciduais Fagocitese A Se Complemento 
= A Sa Mastócito 
e 
= Tome EB 
) — 
PEPEN “= D laçã 
Vbscação de zz Liberação de E (ristarnina’ outras 
citocinas quimiocinas i i 
(LA TN ER ILS) SE e aminas vasoativas) 
Aumento da permeabilidade vascular 
permeabilidade capilar Ed 
| O 
\ Extravasamento' 
\ dos neutrófilos 


Figura 1.22 Reação inflamatória aguda. A infecção bacteriana inicia uma série de respostas por meio da ativação da via 
alternativa do complemento, que forma C3a e C5a, assim como por estimulação dos macrófagos teciduais que detectam PAMP 
derivados das bactérias. O componente C3b do complemento liga-se às bactérias e, com sua opsonização, facilita a fagocitose 
pelos macrófagos e neutrófilos. A ativação do complemento também resulta na destruição direta das bactérias com a formação dos 
complexos de ataque à membrana. A ativação dos macrófagos pelos PAMP e componentes do complemento estimula a liberação 
dos mediadores (como citocinas e quimiocinas) da resposta inflamatória aguda, que aumentam a permeabilidade vascular e 
estimulam os neutrófilos a migrar do sangue para os tecidos. O C3a e o C5a estimulam a ativação dos mastócitos e a secreção dos 
mediadores que provocam dilatação capilar e exsudação das proteínas plasmáticas. Atraídos pelo C3a e C5a, além de outros 
fatores, os neutrófilos circulantes grudam nas moléculas de adesão da célula endotelial e utilizam-nas como mecanismo de tração à 
medida que forçam sua passagem entre as células, atravessam a membrana basal (com a ajuda da elastase secretada) e 


acompanham o gradiente quimiotáxico. 


Os mastócitos e os macrófagos iniciam 
a inflamação 


Como mencionado, os macrófagos desempenham um papel 
fundamental na iniciação da reação inflamatória porque 
secretam citocinas e quimiocinas em resposta à ativação dos 
seus PRR e ao seu contato com micróbios opsonizados pelo 
C3b (Figura 1.22). Entretanto, outra célula do sistema imune 
inato — o mastócito — é fundamental ao aumento da 
permeabilidade dos vasos sanguíneos depois da liberação do 
conteúdo dos seus numerosos grânulos citoplasmáticos 
(Figura 1.21). Os grânulos dos mastócitos contêm, entre 
outros fatores, quantidades abundantes do aminoácido vasoa- 
tivo histamina (Figura 1.21). A desgranulação dos mastócitos 
pode ser provocada por lesão direta, em resposta aos com- 
ponentes C3a e C5a do complemento, depois do encontro 
com PAMP e por meio da ligação do antígeno específico 
a uma classe de anticorpos (IgE) que se liga avidamente 
aos mastócitos por receptores de superfície (veremos mais 
detalhes das classes dos anticorpos no Capítulo 3). A his- 
tamina provoca dilatação das vênulas pós-capilares, ativa o 
endotélio local e aumenta a permeabilidade dos vasos san- 


guíneos. A irritação das terminações nervosas é outra con- 
sequência da liberação de histamina e responde pela dor 
associada à inflamação, uma adaptação evolutiva que aumenta 
as chances de que o hospedeiro proteja a área infectada ou 
lesada de modo a evitar danos adicionais. 

O relaxamento induzido nas paredes arteriolares aumenta 
o fluxo sanguíneo e dilata os vasos de pequeno calibre, 
enquanto a contração das células do endotélio capilar permite 
a exsudação das proteínas plasmáticas. Sob o efeito das 
quimiotaxinas, os neutrófilos diminuem sua velocidade no 
sangue e as moléculas de adesão de superfície que eles são 
estimulados a expressar provocam sua marginação nas paredes 
dos capilares, onde passam através das junções estreitas 
existentes entre as células endoteliais (diapedese) e avançam 
na direção do gradiente de concentração dos fatores qui- 
miotáxicos, até ficarem frente a frente com o micróbio 
recoberto por C3b. Em seguida, ocorre a adesão do micror- 
ganismo aos receptores de C3b do neutrófilo, o C3a e o 
C5a (subprodutos da ativação do complemento, conforme 
descrito anteriormente) em concentrações relativamente altas 
no gradiente quimiotáxico ativam a explosão respiratória e, 
imediatamente, o último ato da matança pode começar! 
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Os mecanismos humorais constituem 
uma segunda linha de defesa 


Fatores microbicidas nas secreções 


Voltando a falar sobre os sistemas de defesa que são media- 
dos unicamente pelas moléculas de reconhecimento de 
padrões solúveis (Figura 1.2), lembremos que muitos micró- 
bios ativam o sistema complemento e podem ser destruídos 
depois da inserção do complexo de ataque à membrana. A 
disseminação da infecção pode ser limitada pelas enzimas 
liberadas com a lesão tecidual e que ativam o sistema da 
coagulação. Dentre as substâncias bactericidas solúveis pro- 
duzidas pelo organismo, talvez a mais abundante e difusa 
seja a enzima lisozima, uma muramidase que decompõe a 
parede de peptidoglicanos expostos das bactérias suscetíveis 
(veja a Figura 12.5). 

Assim como ocorre com as a.-defensinas dos grânulos dos 
neutrófilos, as B-defensivas humanas são peptídios derivados 
da clivagem proteolítica de alguns precursores maiores; esses 
peptídios têm estrutura B-laminar, contêm 29 a 40 aminoá- 
cidos e três ligações dissulfídricas intramoleculares, mas 
diferem das a-defensinas quanto às posições das suas seis 
moléculas de cisteína. A principal B-defensina humana, a 
hDB-1, é produzida em quantidades abundantes nos rins, no 
trato reprodutivo feminino, na gengiva oral e principalmente 
nas vias respiratórias pulmonares. Como no mundo em que 
vivemos todos somos infectados diariamente por dezenas de 
milhares de bactérias transmitidas pelo ar, esse mecanismo de 
defesa dever ser importante. Desse modo, a inibição da hDB-1 
e de outra defensina pulmonar (hDB-2) por uma força iônica 
alta poderia explicar a suscetibilidade dos pacientes com 
fibrose cística às infecções, porque esses indivíduos têm uma 
mutação dos canais iônicos que resulta na elevação da concen- 
tração de cloreto nas secreções das vias respiratórias. Outro 
fator antimicrobiano ativo nas vias respiratórias contra bacté- 
rias Gram-positivas e Gram-negativas é o LL-37, um peptídio 
a.-helicoidal de 37 aminoácidos liberado pela protedlise de um 
precursor da catelicidina (inibidor da catepsina L). 

Esse tema também se aplica ao estômago, no qual um 
peptídio desdobrado da lactoferrina pela pepsina poderia 
conferir às secreções gástricas e intestinais alguma atividade 
antimicrobiana. Um peptídio muito mais longo com dois 
domínios e 107 aminoácidos — conhecido como inibidor 
de protease leucocitária secretória (SLPI, do inglês, secretory 
leukocyte protease inhibitor) — é encontrado em muitas 
secreções humanas. O domínio C-terminal tem ação anti- 
protease, mas o domínio N-terminal é decididamente desa- 
gradável às células fúngicas metabolicamente ativas e a vários 
microrganismos associados à pele, e isso torna sua produção 
pelos ceratinócitos humanos particularmente apropriada. Em 
síntese, vale mencionar que muitos análogos dos antibióticos 
peptídicos com D-aminoácidos formam hélices com giro para 
a esquerda que conservam a capacidade de formar canais 
iônicos nas membranas e, por essa razão, mantêm sua ati- 
vidade antimicrobiana; em vista de sua resistência ao cata- 


bolismo no corpo, esses peptídios são candidatos interessantes 
para uma nova safra de antibióticos sintéticos. Por fim, 
podemos citar duas proteínas do surfactante pulmonar (SP-A 
e SP-D) que, em combinação com vários lipídios, reduzem 
a tensão superficial das células de revestimento epitelial do 
pulmão de modo a manter as vias respiratórias abertas. Essas 
proteínas pertencem a um grupo estrutural totalmente dife- 
rente de moléculas conhecidas como colectinas (veja adiante), 
que contribuem para a imunidade inata quando se ligam 
aos carboidratos dos microrganismos por meio de seus domí- 
nios semelhantes às lectinas e por sua haste colagenosa aos 
receptores correspondentes das células fagocitárias — desse 
modo, facilitando a ingestão e a destruição dos agentes 
infecciosos. 


As proteínas da fase aguda ampliam a resposta 
à infecção 


Algumas proteínas plasmáticas descritas coletivamente como 
proteínas da fase aguda aumentam dramaticamente suas con- 
centrações em resposta aos mediadores de “alarme” inicial, 
tais como a interleucina-1 (IL-1) derivada dos macrófagos, 
que é liberada quando há infecção ou lesão dos tecidos. Esse 
grupo inclui a proteína C reativa (CRP, do inglés, C-reactive 
protein), a lectina de ligação da manose (MBL, do inglês, 
mannose-binding lectin) e o componente P amiloide sérico 
(Tabela 1.1). Os níveis de expressão dessas últimas proteínas 
podem aumentar em até 1.000 vezes como resposta às cito- 
cinas proinflamatórias como a IL-1 e a IL-6. Outras proteínas 
da fase aguda que demonstram elevações mais modestas em 
suas concentrações incluem a ct-antiquimotripsina, o fibri- 
nogênio, a ceruloplasmina, o C9 e o fator B. 

As proteínas da fase aguda constituem um grupo relati- 
vamente variado de proteínas que pertencem a várias famí- 
lias diferentes (inclusive as famílias das pentraxinas, das 
colectinas e das ficolinas, entre outras), que produzem 
alguns efeitos funcionais comuns. Todas essas proteínas 
atuam como moléculas solúveis de reconhecimento de 
padrão e conseguem ligar-se diretamente aos agentes infec- 
ciosos e atuar como opsoninas (i. e., “preparam para a refei- 
ção”) e, desse modo, facilitar a fagocitose dos microrganismos 
pelos macrófagos e neutrófilos. Muitas dessas proteínas 
também têm a capacidade de ativar o complemento e formar 
um complexo de ataque à membrana. A capacidade de aglu- 
tinar os microrganismos, impedindo portanto sua dissemi- 
nação nos tecidos infectados, é outra característica comum. 
Algumas dessas moléculas também podem formar hetero- 
complexos que ampliam a gama de PAMP que podem ser 
detectados. 

Essas moléculas solúveis de reconhecimento de padrão 
geralmente são sintetizadas pelos macrófagos ativados depois 
da estimulação dos seus receptores de reconhecimento de 
padrão, ou ficam armazenadas dentro dos grânulos dos neu- 
trófilos e estão disponíveis para liberação imediata por des- 
granulação em resposta à infecção. O figado é outra fonte 


Tabela 1.1 Proteinas da fase aguda. 


Reagente da fase aguda Fungao 


Aumentos notáveis na concentração de: 


Proteína C reativa 


Lectina de ligação da 
manose 


Fixa complemento, opsoniza 
Fixa complemento, opsoniza 


Glicoproteina a, -ácida Transporta proteínas 
Componente P amiloide Precursor do componente 
sérico amiloide 


Aumentos moderados na concentração de: 


Inibidores das Inibem as proteases 
a-proteases bacterianas 
Alfa,-antiquimotripsina Inibe as proteases 
bacterianas 
C3, C9 e fator B Ampliam a função do 
complemento 
Ceruloplasmina Remove o -O; 
Fibrinogénio Coagulagao 
Angiotensina Pressão arterial 
Haptoglobina Liga-se à hemoglobina 
Fibronectina Fixa as células 


importante de muitas proteínas da fase aguda, que são libe- 
radas na circulação em consequência dos efeitos sistêmicos 
das principais citocinas proinflamatórias como IL-1 e IL-6. 
Vejamos alguns exemplos com mais detalhes. 


Pentraxinas 


As pentraxinas (assim denominadas porque essas moléculas 
são formadas por cinco subunidades idênticas) constituem 
uma superfamília de proteínas conservadas que se caracteri- 
zam por uma estrutura polimérica cíclica e um domínio 
C-terminal de pentraxina com 200 aminoácidos. A CRP, o 
componente P amiloide sérico (SAP, do inglês, amyloid P 
component) e a pentraxina 3 fazem parte dessa família. A CRP 
humana é formada por cinco unidades polipeptídicas idênti- 
cas dispostas em ligações não covalentes como um pentâmero 
cíclico ao redor de uma cavidade de ligação ao cálcio (Ca), 
foi a primeira pentraxina descrita e é o protótipo das proteínas 
da fase aguda. As pentraxinas circularam no reino animal por 
algum tempo, porque um homólogo muito semelhante — a 
limulina — está presente na hemolinfa do caranguejo-ferra- 
dura, não propriamente um parente próximo do Homo 
sapiens. Uma propriedade importante da CRP é sua capaci- 
dade de ligar-se (na dependência do cálcio) como molécula 
de reconhecimento de padrão a alguns microrganismos que 
contêm fosforilcolina em suas membranas; o complexo 
formado tem a propriedade útil de ativar o complemento 
(pela via clássica, não pela via alternativa com a qual estamos 
familiarizados agora). Isso resulta na deposição do C3b na 
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superfície do micróbio que, desse modo, fica opsonizado para 
a adesão aos fagócitos. 

O SAP pode formar complexos com o sulfato de condroi- 
tina (um glicosaminoglicano da matriz celular) e, em seguida, 
ligar-se às enzimas lisossômicas como a catepsina B liberada 
no foco inflamatório. O SAP decomposto torna-se um dos 
componentes dos depósitos fibrilares de amiloide que acom- 
panham as infecções crônicas — ele poderia até ser um fator 
desencadeante fundamental da deposição amiloide. O SAP 
também se liga a várias espécies de bactérias por meio do seu 
LPS e, como ocorre com a CRP, também pode ativar a via 
clássica do complemento. A CRP e o SAP são os principais 
reagentes da fase aguda dos seres humanos e dos camundon- 
gos, respectivamente. 


Colectinas 


Até agora, foram descritos nove membros da família das 
colectinas nos vertebrados e, dentre elas, a mais bem estudada 
éa lectina de ligação da manose (MBL). A MBL pode reagir 
não apenas com a manose, mas também com vários outros 
açúcares, permitindo desse modo sua ligação a uma variedade 
excepcionalmente ampla de bactérias Gram-positivas e Gram- 
negativas, fungos, vírus e parasitos; sua capacidade de ativar 
a C3 convertase da via clássica por meio de duas serinopro- 
teases associadas recém-descritas (MASP-1 e MASP-2) é a 
base do que se conhece como via das lectinas para ativação 
do complemento. (Por favor, relaxe, os segredos das vias clás- 
sica e das lectinas serão revelados no próximo capítulo.) 

A MBL é um múltiplo de complexos triméricos, nos quais 
cada unidade contém uma região semelhante ao colágeno 
ligada a um domínio globular de ligação das lectinas. Essa 
estrutura coloca a MBL na família das colectinas (colágeno + 
lectina), que possuem a capacidade de reconhecer padrões de 
carboidratos “estranhos” e diferentes dos polissacarídios “pró- 
prios” da superfície (normalmente grupos terminais de galac- 
tose e ácido siálico), enquanto a região de colágeno pode 
ligar-se e ativar as células fagocitárias por meio de receptores 
complementares existentes em sua superfície. As colectinas, 
principalmente a MBL e as moléculas do surfactante alveolar 
SP-A e SP-D mencionadas anteriormente, possuem muitos 
atributos que as qualificam para uma função de primeira linha 
na imunidade inata como PRR solúveis. Isso inclui suas capa- 
cidades de diferenciar entre o que é próprio e estranho, de 
ligar-se a vários micróbios, de ativar mecanismos efetores 
secundários e de estar amplamente distribuída por todo o 
organismo, incluindo secreções mucosas. Evidentemente, as 
colectinas são os correspondentes solúveis dos PRR de lectina 
tipo C da superfície celular, que foram descritos previamente, 

O interesse acerca da colectina conhecida como conglu- 
tinina foi intensificado com a demonstração, em primeiro 
lugar, de que ela é encontrada nos seres humanos e não 
apenas nos bovinos, e, em segundo lugar, de que ela pode 
ligar-se à Nacetilglucosamina; por ser polivalente, isso 
implica a capacidade de recobrir bactérias com C3b por 
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ligações cruzadas com as moléculas de açúcares disponíveis 
no fragmento do complemento ligado ao proteoglicano bac- 
teriano. Embora ainda não esteja claro se a conglutinina faz 
parte da família das proteínas da fase aguda, ela foi men- 
cionada aqui porque enriquece o conceito geral de que a 
evolução das moléculas semelhantes às lectinas, que se ligam 
aos polissacarídios microbianos em vez de aos açúcares pró- 
prios do organismo, e em seguida fixam-se ao sistema com- 
plemento ou às células fagocitárias, mostrou-se um mecanismo 
útil de proteção do hospedeiro. 


Ficolinas 


Essas proteínas estão relacionadas estrutural e funcionalmente 
com as colectinas e podem reconhecer PAMP com carboidra- 
tos dos microrganismos e ativar a via das lectinas de ativação 
do complemento. Em geral, as ficolinas reconhecem as molé- 
culas de N-acetilglucosamina dos carboidratos complexos, 
além de outros ligantes. Existem descritas três ficolinas dos 
seres humanos — ficolina-1, -2 e -3 (também conhecidas 
como M-, L- e H-ficolina, respectivamente) — e estudos 
também demonstraram que essas proteínas desempenham a 
função de opsonização para potencializar a fagocitose. As 
ficolinas também podem interagir com a CRP de modo a 
ampliar as bactérias reconhecidas por este último mediador e 
também facilitar a destruição bacteriana mediada pelo com- 
plemento. As estruturas bacterianas reconhecidas pelas ficoli- 
nas e pela MBL são complementares e reconhecem espécies 
bacterianas diferentes, embora sobrepostas. 


Os interferons inibem a replicação viral 


Com base em nossa discussão anterior sobre os receptores de 
reconhecimento de padrão (PRR), lembramos que a ativação 
de muitos desses receptores pelos PAMP resulta na produção 
de citocinas e quimiocinas que atuam de maneira a amplificar 
as respostas imunes por sua ligação às células adjacentes. Uma 
classe importante de citocinas induzidas pelas infecções virais 
e bacterianas é a dos interferons do tipo I (IFNa e IFNB). 
Essas citocinas fazem parte de uma familia de compostos 
antivirais de espectro amplo presentes nas aves, nos répteis, 
nos peixes e nos animais superiores e foram reconhecidas 
inicialmente pelo fenômeno de interferência viral — um 
animal infectado por um vírus resiste à superinfecção por 
outro vírus diferente. Existem diferentes formas moleculares 
de interferon e os genes de todas elas foram isolados. Há no 
mínimo 14 a.-interferons (IFNa) diferentes produzidos pelos 
leucócitos, enquanto os fibroblastos e provavelmente todos os 
tipos de células sintetizam IFNB. Por enquanto, deixemos de 
lado o terceiro tipo de interferon (IFNy), que não é induzido 
diretamente pelos vírus. 

As células sintetizam interferons quando são infectadas 
por um vírus e secretam esses mediadores no líquido extrace- 
lular, onde se ligam aos receptores específicos presentes nas 
células adjacentes que ainda não foram infectadas. Como 
vimos anteriormente, a combinação de vários membros da 


família dos TLR (assim como dos receptores de helicase RIG- 
like) com seus PAMP correspondentes resulta na indução dos 
membros da família de fatores de transcrição regulados pelos 
interferons (IRF) (Figura 1.7). Em combinação com o NF«B, 
outro fator de transcrição ativado pelo encontro com vários 
PRR, os IRF induzem a expressão dos interferons do tipo I, 
que são secretados e ligam-se às células adjacentes. As molé- 
culas longas de RNA de hélice dupla, que são produzidas ao 
longo do ciclo de vida da maioria dos vírus, são indutores 
particularmente eficazes dos interferons. Em seguida, o inter- 
feron ligado produz seu efeito antiviral da seguinte maneira. 
Ao menos dois genes parecem ser ativados na célula que se 
liga aos interferons, permitindo a síntese de duas enzimas que 
até então estavam ausentes. À primeira, uma proteína quinase 
conhecida como proteína quinase R (PKR), catalisa a fosfo- 
rilação de uma proteína ribossômica e de um fator de inicia- 
ção (eIF-2) necessário à síntese das proteínas. O efeito final 
disso é a redução dramática da translação das proteínas como 
forma de reduzir a eficiência da síntese viral. Outro produto 
génico induzido pelos interferons, a oligoadenilato sinte- 
tase, catalisa a formação de um polímero curto de ácido 
adenílico, que ativa uma endorribonuclease latente; por sua 
vez, essa enzima decompõe os mRNA dos vírus e do hospe- 
deiro. Esse é outro nível de adaptação inteligente destinada a 
reduzir a síntese dos produtos virais. Outra consequência da 
supressão da síntese proteica é a redução da expressão das 
proteínas do complexo de histocompatibilidade principal 
(MHC, do inglês, major histocompatibility complex), tornando 
as células suscetíveis aos efeitos das células natural killer (veja 
adiante). 

O resultado final é a criação de um cordão de células não 
infectadas ao redor do foco da infecção viral, de modo a 
impedir sua disseminação. A eficácia do interferon in vivo 
pode ser inferida com base nas experiências nas quais os 
camundongos que receberam injeções de antissoro contra os 
interferons murinos podiam ser mortos por contagens de 
vírus muito menores (na ordem de centenas) do que as neces- 
sárias para matar os controles. Entretanto, é possível que o 
interferon desempenhe uma função significativa na recupera- 
ção das infecções virais, mais do que em sua profilaxia. 

Como grupo, os interferons podem desempenhar um 
papel biológico mais amplo que o controle das infecções 
virais. Por exemplo, está claro que as enzimas induzidas e 
citadas anteriormente poderiam atuar de modo a inibir a 
divisão celular do hospedeiro com tanta eficácia quanto a 
inibição da replicação viral. 


Células natural killer 


Até aqui, descrevemos situações que se referem principal- 
mente aos agentes infecciosos que se localizam no espaço 
extracelular. Contudo, o que acontece quando um agente 
infeccioso consegue entrar nas células do hospedeiro, onde 
estaria protegido das ações dos PRR solúveis (p. ex., comple- 
mento) e também da fagocitose pelos macrófagos e neutrófi- 


los? Para lidar com essa situação, o organismo desenvolveu 
outro tipo de célula imune — a célula natural killer (NK) 
— que possuí a capacidade de inspecionar as células do hos- 
pedeiro em busca de sinais de padrões anormais de expressão 
proteica que possam indicar que as células abrigam um vírus. 
As células NK também conseguem destruir as células que 
sofreram mutações e estão em processo de transformação 
maligna em tumores. É importante ressaltar que, embora as 
células NK constituam um componente da resposta imune 
inata, em determinadas circunstâncias elas demonstram 
memória imunológica, que é uma função geralmente limitada 
à imunidade adaptativa. 


As células natural killer (NK) destroem as 
células do hospedeiro que mostram sinais 
de anormalidade 


As células NK são leucócitos granulares volumosos com mor- 
fologia característica. Essas células selecionam suas vítimas 
com base em dois critérios principais. O primeiro, conhecido 
como “ausência do que é próprio”, refere-se ao fato de que 
praticamente todas as células nucleadas do organismo expres- 
sam moléculas em suas superfícies — as chamadas proteínas 
do complexo de histocompatibilidade principal (MHC). 
Essas últimas moléculas desempenham um papel muito 
importante na ativação das células do sistema imune adapta- 
tivo, que veremos nas seções subsequentes deste capítulo; por 
ora, é suficiente saber que as células que não possuem molé- 
culas do MHC não se encontram em uma posição muito boa 
sob a perspectiva do sistema imune. As células NK funcionam 
como medida defensiva e as células que não apresentam o 
padrão normal de expressão das moléculas do MHC são 
prontamente reconhecidas e destruídas pelas células NK. 
Como vimos na seção precedente sobre interferons, um dos 
mecanismos pelos quais a expressão das moléculas do MHC 
pode ser reduzida é por meio da ação dos produtos gênicos 
induzidos pelos interferons, que são capazes de interferir na 
tradução das proteínas dentro das células infectadas pelos 
vírus, ou nas adjacências dessas células. 

Além da expressão reduzida ou suprimida do MHC, as 
células NK também são capazes de inspecionar as células 
quanto à expressão das moléculas MHC -relacionadas 
(também conhecidas como moléculas MHC atípicas) e outras 
proteínas que normalmente não são expressas pelas células, 
mas que aparecem em resposta a determinados tipos de 
estresse (p. ex., danos ao DNA). Esse cenário constitui a 
“alteração do que é próprio” e também faz com que essas 
células sejam selecionadas para receber as atenções das células 
NK, culminando em sua destruição imediata. Os receptores 
das células NK também são capazes de detectar diretamente 
algumas proteínas virais (inclusive a hemaglutinina do vírus 
influenza) e isso os qualifica como receptores de outra classe 
dos PRR. Existem outros receptores nas superfícies das células 
NK que lhes permitem reconhecer células infectadas ou trans- 
formadas, conforme veremos no Capítulo 4. Evidentemente, 
a célula NK não é um inimigo que se possa desejar. 
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As células NK destroem as células-alvo por dois 
mecanismos diferentes 


Depois do reconhecimento de uma célula-alvo por um dos 
mecanismos descritos na seção anterior, a célula NK conta 
com duas armas principais à sua disposição, ambas suficientes 
para destruir uma célula em cerca de 30 a 60 minutos. Nos 
dois casos, a célula-alvo morre em consequência da ativação 
dos seus próprios mecanismos de morte celular como resul- 
tado do contato com a célula NK; desse modo, a ação des- 
trutiva das células NK é um tipo de suicídio celular assistido. 
Durante o processo de destruição mediada pela célula NK, o 
assassino e a vítima são colocados em contato direto 
(Figura 1.23) em consequência da ausência ou da alteração 
do que é próprio na célula-alvo. Isso pode ativar a via do 
receptor da morte ou a via grânulo-dependente da apop- 
tose (Figura 1.24). Embora os resultados sejam muito seme- 
lhantes, veremos cada um desses mecanismos separadamente. 


Destruição celular dependente do receptor 
da morte 


Os receptores da morte constituem um subgrupo da superfa- 
milia dos receptores do TNF (que inclui os receptores do Fas, 
do TNF e do TRAIL) e a designação dessas moléculas provém 
da observação de que a combinação desses receptores com 
seus ligantes apropriados pode causar a morte da célula que 
os contém (Figura 1.24). Quando essa observação foi descrita 
pela primeira vez, a proposição inerente era muito surpreen- 
dente porque sugeria que uma célula pudesse ser destruída 
pelo simples expediente de ter um dos seus receptores de 
membrana ativados da maneira certa. Evidentemente, esse 
tipo de ação destrutiva é muito diferente, quando se compara 
com o que se observa depois da exposição de uma célula a 
um estresse físico ou químico tóxico capaz de destruí-la por 
interferência nos processos celulares normais. Nesse caso, 
temos um sistema fisiológico com receptor/ligante que existe 
com a finalidade de destruir as células “à vista” — algo que, 
vale dizer, o sistema imune faz muito. Naturalmente, isso 
suscitou muitas pesquisas com o propósito de compreender 
como a ligação do Fas, do TNF e de outros receptores seme- 
lhantes culminava com a morte celular, e graças a esses estudos 
hoje em dia o processo está esclarecido em detalhes. O aco- 
plamento dos receptores do Fas ou do TNF com seus ligantes 
triméricos resulta no recrutamento de uma protease (conhe- 
cida como caspase-8) ao complexo receptor, que se torna 
ativado em consequência da agregação dessa protease indu- 
zida pelo receptor, que agora pode realizar sua autoativação 
(Figura 1.25). Em seguida, a ativação da caspase-8 do receptor 
resulta na propagação da cascata de sinalização em duas vias 
possíveis: proteólise de Bid (domínio de interação da BH3), 
que dirige os sinais por meio das mitocôndrias; ou por pro- 
cessamento direto de outras caspases efetoras (caspases-3 
e -7) subsequentes. Nos dois casos, a ativação das caspases 
efetoras culmina na morte da célula por apoptose, que, con- 
forme mencionado anteriormente neste capítulo, representa 
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NK 


Destruição 
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Destruição 
grânulo-dependente 


Figura 1.24 As células natural killer (NK) destroem as 
células-alvo por dois mecanismos principais: via do receptor 
da morte e via grânulo-dependente. Nos dois casos, a 
célula-alvo morre em consequência da ativação de várias 
proteases citotóxicas (conhecidas como caspases) dentro da 
própria célula. Veja mais detalhes sobre os mecanismos 
moleculares da destruição celular na Figura 1.25. 


um tipo de morte celular programada. As células NK podem 
destruir as células-alvo por um mecanismo dependente do 
ligante Fas, mas também podem ter alguma ação destrutiva 
por meio do ligante TNF relacionado. 


Destruição celular grânulo-dependente 


As células NK também dispõem de grânulos citotóxicos que 
contêm várias serina proteases (conhecidas como granzimas), 
além da proteína formadora de poros denominada perforina. 
A ativação da célula NK resulta na polarização dos grânulos 
entre o núcleo e o alvo dentro de alguns minutos e na libe- 
ração extracelular do seu conteúdo no espaço entre as duas 
células, acarretando a morte da célula-alvo. A polarização dos 
grânulos na direção da célula-alvo ocorre em consequência da 


Figura 1.23 Destruição pelo linfócito 
citotóxico. Nessa série de fotografias 
intercaladas por tempos definidos, 
observa-se que uma célula NK (setas 
vermelhas) entrou em contato com uma 
célula-alvo (setas verdes) e, logo depois, 
houve abaulamento e formação de 
inúmeras bolhas na membrana da 
célula-alvo à medida que ela entrava em 
apoptose. O intervalo entre cada imagem é 
de 80 min. Figura cedida gentilmente pelo 
Dr. Sean Cullen, Martin Laboratory, Trinity 
College Dublin, Irlanda. 


formação de uma sinapse entre o assassino e a vítima, que é 
composta de uma molécula de adesão conhecida como LFA-1 
e seu receptor correspondente ICAM-1. 

A perforina tem algumas semelhanças estruturais com o 
C9; como ocorre com esse fragmento do complemento, mas 
sem qualquer ajuda além do Ca”, a perforina pode intro- 
duzir-se na membrana da célula-alvo, aparentemente por 
ligação à fosforilcolina por meio do seu domínio anfipático 
central. Em seguida, a perforina polimeriza-se e forma um 
poro transmembrana com estrutura anular comparável ao 
complexo de ataque à membrana (Figura 1.25). A seguir, 
esse poro facilita a entrada dos outros componentes dos 
grânulos citotóxicos (as granzimas), que resultam na morte 
da célula-alvo. Os animais com deficiência de perforina 
demonstram disfunção grave quanto à sua capacidade de 
destruir células-alvo, porque a via grânulo-dependente não 
funciona quando não há um mecanismo para colocar as 
granzimas dentro da célula-alvo. 

As granzimas destroem as células por proteólise de várias 
proteínas intracelulares. A maior parte do potencial destrutivo 
reside nas granzimas A e B, mas as funções de várias outras 
granzimas (H, K e M nos seres humanos) ainda não foram 
definidas. O mecanismo de ação da granzima B está muito 
bem esclarecido e estudos demonstraram que, em essência, 
essa protease simula a ação da caspase-8 na via apoptótica do 
receptor da morte, conforme descrito anteriormente. Desse 
modo, depois de sua entrada na célula, a granzima B pode 
iniciar a apoptose por clivagem da proteína Bid ou pelo pro- 
cessamento e pela ativação direta das caspases efetoras subse- 
quentes (Figura 1.25). Essas duas rotas resultam na ativação 
das caspases efetoras que coordenam o desmantelamento da 
célula por proteólise controlada de centenas de proteínas celu- 
lares essenciais. 


Célula NK 


Capitulo 1 | Imunidade Inata 29 
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Figura 1.25 Eventos da transdução de sinais envolvidos na apoptose mediada pela célula natural killer (NK). As células NK 
destroem as células-alvo por dois mecanismos principais: (I) ou (Il), conforme ilustrado na figura. Na via citotóxica grânulo- 
dependente (I), o acoplamento dos receptores da célula NK à superfície de uma célula infectada por um vírus provoca a liberação 
extracelular da perforina (uma proteína formadora de poros) e das granzimas (que constituem um grupo diverso de proteases) 
presentes nos grânulos da célula NK; a perforina polimeriza-se dentro da membrana da célula-alvo e forma canais transmembrana, 
que permitem a entrada das granzimas em seu interior. As granzimas induzem a morte celular apoptótica por ativação da cascata 
das proteases conhecidas como caspases, seja processando e ativando diretamente essas enzimas, ou por liberação do citocromo 
c das mitocôndrias, que ativa a via do “apoptossomo” para ativação das caspases. Na segunda via de morte celular (conhecida 
como via do receptor da morte), o ligante Fas (FasL) acoplado à membrana da célula NK entra em contato e forma trimeros com os 
receptores do Fas na superfície da célula-alvo. O acoplamento aos receptores do Fas recruta a proteína adaptadora FADD seguida 


da caspase-8, que então se torna ativada no receptor. Por sua vez, a caspase-8 estimula a ativação de outras caspases por 
processamento direto dessas enzimas, ou pela via do apoptossomo mitocondrial semelhante às granzimas. Com as duas vias, o 
processo final comum de apoptose ocorre em consequência da ativação de várias “caspases executoras”, que coordenam a morte 
celular por proteólise controlada de centenas de proteínas celulares. 


A atividade da célula NK pode ser aumentada 
pelos PAMP e pelos interferons do tipo | 


Nas seções anteriores, mencionamos que os macrófagos 
dispõem de uma gama de receptores para os PAMP, dentre 
os quais os TLR constituem um subgrupo importante. Do 
mesmo modo, estudos recentes também demonstraram que 
as células NK expressam um subgrupo de TLR especializados 
em detectar PAMP, inclusive RNA de hélice dupla, que geral- 
mente está associado aos vírus. O TLR3, o TLR7 e o 
TLR8 parecem funcionar nas células NK e, com a ativação 
desses receptores, essas células tornam-se ativadas e seu poten- 
cial destrutivo aumenta. O q-interferon e o B-interferon 
também são ativadores importantes das células NK, cujos 
efeitos podem ampliar a capacidade destrutiva dessas células 
em até 100 vezes. Esse é um bom exemplo de cooperação 


entre as células do sistema imune, porque as citocinas pro- 
duzidas pelos macrófagos ou por outras células que detecta- 
ram algum patógeno causam a ativação de outros elementos 
celulares (neste caso, as células NK), que podem estar mais 
bem adaptados para lidar com a ameaça infecciosa. 


As células NK ativadas podem amplificar as 
respostas imunes com a produção de IFNy 


Outra consequência da ativação das células NK é a síntese 
de outro tipo de interferon, o IFNy, que é uma citocina 
importante com várias atividades diferentes das que são 
demonstradas pelo IFNa e IFNB. Os macrófagos respondem 
ao IFNy aumentando suas atividades microbicidas e também 
produzindo outras citocinas (p. ex., IL-12) que atuam nas 
células do sistema imune adaptativo. Outro efeito do IFNy 
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é facilitar a função de apresentação dos antígenos das células 
dendríticas, que também é importante para a ativação do 
sistema imune adaptativo, conforme veremos sucintamente 
adiante. Essa citocina também pode afetar o tipo de resposta 
imune adaptativa desencadeada, porque ajuda a polarizar os 
linfócitos T no sentido de determinado padrão de resposta; 
esse aspecto está descrito detalhadamente no Capítulo 9. 


Como lidar com parasitos grandes 


Como a maioria dos agentes infecciosos é fisicamente muito 
menor que o macrófago ou o neutrófilo mediano, a fagocitose 
desses microrganismos é uma abordagem útil à sua remoção. 
Contudo, o que acontece quando o microrganismo invasor é 
muito maior que as células fagocíticas do sistema imune? 
Nesses casos, é importante a participação de um primo 
próximo do neutrófilo — o eosinófilo (Figura 1.10c). 


Eosinófilos 


Os parasitos grandes como os helmintos não podem ser 
fisicamente fagocitados, e a destruição extracelular pelos 
eosinófilos parece ter evoluído com a finalidade de ajudar 
a lidar com essa situação. Esses “primos” polimorfonucleares 
do neutrófilo possuem grânulos especiais que se coram 
intensamente com corantes ácidos (Figura 1.10c) e têm 
aspecto típico à microscopia eletrônica (veja a Figura 12.25). 
Uma proteína básica principal está localizada no centro dos 
grânulos, enquanto outra proteína catiônica eosinofilica e 
uma peroxidase foram identificadas na matriz dos grânulos. 
Outras enzimas presentes são arilsulfatase B, fosfolipase D 
e histaminase. Os eosinófilos têm receptores para C3b e, 
quando são ativados, produzem uma explosão respiratória 
particularmente impressionante com produção simultânea 
de metabólitos ativos do oxigênio. A natureza, ainda não 
satisfeita com isso, também equipou o eosinófilo com pro- 
teínas granulares capazes de produzir um plugue transmem- 
brana na célula-alvo, semelhante ao formado pelo C9 e pela 
perforina da célula NK. Que célula terrível! 

A maioria dos helmintos pode ativar a via alternativa 
do complemento, mas embora seja resistente ao ataque 
com C9, seu revestimento com C3b possibilita a adesão 
dos eosinófilos por meio dos seus receptores cognatos. Se 
esse encontro resultar na ativação do eosinófilo, a célula 
iniciará um ataque extracelular que inclui a liberação da 
proteína básica principal e, principalmente, da proteína 
catiônica que danifica a membrana do parasito. 


O sistema imune inato estimula a 
imunidade adaptativa 


Como vimos ao longo de todo este capítulo, qualquer agente 
infeccioso que consiga entrar no organismo encontrará um 
arsenal formidável de armas defensivas, incluindo fagocitose 


por macrófagos e neutrófilos, ataque mediado pelo comple- 


mento, perfuração da membrana por defensinas e digestão 
por enzimas extracelulares. Se tudo isso não for suficiente, o 
sistema imune inato também desempenha um papel funda- 
mental na iniciação da resposta imune especialmente adap- 
tada à infecção existente. Isso é conseguido com o recrutamento 
das células do sistema imune adaptativo e com a instrução 
dessas células quanto à natureza dos antígenos específicos que 
causam o problema. Essa função — conhecida como apre- 
sentação de antígenos — é desempenhada principalmente, 
embora não exclusivamente, por uma célula que entrou em 
cena há relativamente pouco tempo como elemento funda- 
mental à interligação dos sistemas imunes inato e adaptativo: 
a célula dendrítica (DC, do inglês, dentritic cell). 

Descobertas por Steinman e Cohn em 1973, as células 
dendríticas são formadas principalmente na medula óssea e 
seu nome origina-se das inúmeras projeções membranares 
longas (ou dendritos) que essas células possuem (Figura 1.26). 
As células dendríticas originam-se do mesmo precursor dos 
macrófagos e isso explica por que essas duas linhagens celu- 
lares desempenham funções superpostas. Em essência, as DC 
dão permissão às células T do sistema imune adaptativo para 
entrarem no combate à infecção. As DC conseguem isso 
enviando dois sinais às células T, que são essenciais para que 
o linfócito T virgem (naive) (i. e., que ainda não foi envol- 
vido em uma resposta imune) seja ativado, sofra expansão 
clonal e complete sua diferenciação em célula T efetora (i. e., 
capaz de produzir respostas imunes). Veremos a função da 
célula T na resposta imune com muito mais detalhes no 
Capítulo 9; por ora, é suficiente saber que as células T ativadas 
desempenham várias funções que reforçam as ações do sistema 
imune adaptativo, graças à liberação das citocinas que ativam 
os macrófagos e atraem os neutrófilos. Algumas células T 
também desempenham funções muito semelhantes às das 
células NK e podem reconhecer e destruir células infectadas 
por vírus, enquanto outras células T ajudam a produzir anti- 
corpos; as funções dessas últimas células estão descritas deta- 
lhadamente no próximo capítulo. 


As células dendríticas estabelecem um elo entre 
os sistemas imunes inato e adaptativo 


Como também ocorre com os macrófagos, as DC migram 
para os tecidos onde se estabelecem em um estado latente, 
recolhendo continuamente amostras do seu ambiente por 
fagocitose e pinocitose. Essas células recebem vários nomes, 
dependendo dos tecidos nos quais se encontram; por exemplo, 
as DC da pele são conhecidas como células de Langerhans. 
As DC estão equipadas com diversos TLR e outros PRR e, 
como também ocorre com os macrófagos, desempenham a 
função de sentinelas, esperando e monitorando os sinais de 
infecção ou lesão tecidual (i. e., a ativação de qualquer um 
dos seus PRR). Entretanto, ao contrário dos macrófagos, as 
DC não “levantam e lutam” depois da ativação dos PRR, mas 
se dirigem ao linfonodo mais próximo (que funciona como 
um tipo de barricada para os linfócitos) para desempenhar 


Figura 1.26 Morfologia da célula dendritica. (a) Imagem com 
contraste de fase de uma célula dendritica sem coloração, com 
sua “árvore dendrítica” característica. (b) Imagem de 
microscopia com fluorescência confocal de uma célula 
dendrítica que fagocitou micropartículas fluorescentes verdes, 
depois da coloração da membrana plasmática com aglutinina 
do germe de trigo conjugada com Alexa-594 (vermelho) para 
realçar o carboidrato de superfície. A imagem (a) foi cedida 
gentilmente pelo Dr. Ralph Steinman, The Rockefeller University, 
Nova York, EUA, e foi publicada inicialmente no artigo 
“Mononuclear phagocytes in immunity, infection and pathology, 
ed. R. van Furth, Blackwell Scientific (1975), p. 96. A imagem (b) 
foi cedida gentilmente pelos Drs. Jim Harris e Ed Lavelle, Trinity 
College Dublin, Irlanda. 
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uma função especial conhecida como apresentação de antí- 
genos, que “desperta” as células do sistema imune adaptativo 
(Figuras 1.27 e 1.28). Esse processo está descrito com mais 
detalhes no Capítulo 5, mas está resumido sucintamente a 
seguir porque é importante que o leitor compreenda desde o 
início o papel central desempenhado pelas DC na imunidade 
adaptativa. 


As DC apresentam antígenos às células T e 
produzem sinais coestimuladores 


Embora as células do sistema imune inato possam perceber 
diretamente a presença de moléculas estranhas utilizando sua 
panóplia de PRR, os linfócitos T do sistema imune adaptativo 
necessitam que o antígeno lhes seja “apresentado” em um 
formato especial. Em geral, isso inclui antígenos proteicos 
interiorizados e desdobrados em pequenos fragmentos peptí- 
dicos por uma célula apresentadora de antígenos (APC, do 
inglês, antigen-presenting cell), tal como uma DC. A apresen- 
tação dos antígenos pela DC é conseguida por um complexo 
de membrana conhecido como complexo de histocompati- 
bilidade principal (MHC), que foi descoberto inicialmente 
por sua função na rejeição dos enxertos (daí seu nome ampla- 
mente utilizado). Em essência, as moléculas do MHC fun- 
cionam como plataformas de serviço para as proteínas 
desmembradas e as células T podem “enxergar” o antígeno 
apenas quando eles são apresentados dentro da fenda de uma 
molécula do MHG; este é o sinal 1 (Figura 1.28). Os linfó- 
citos T inspecionam o antígeno apresentado pelas DC utili- 
zando seus receptores de célula T (TCR, do inglês, T-cell 
receptors) acoplados à membrana, que são especializados para 
o reconhecimento dos complexos formados por peptídios e 
MHC. A excitação eficaz de um TCR resulta na ativação e 
na aquisição de várias funções imunes pela célula T (veja os 
Capítulos 8 e 9). Embora as DC sejam as APC mais eficientes 
para a apresentação dos antígenos às células T, os macrófagos 
e os linfócitos B também podem desempenhar essa impor- 
tante função. 

Além de apresentar o antígeno às células T no formato 
apropriado, as DC também dão permissão para que essas 
células sofram expansão clonal porque fornecem sinais coes- 
timuladores na forma dos ligantes de membrana como o 
B7-1 e o B7-2 (também conhecidos como CD80/CD86), 
que se combinam com o CD28 na superfície da célula T; esse 
é o sinal 2 (Figura 1.28). 

A coestimulação (i. e., o sinal 2) não é algum tipo de 
“reflexão tardia” por parte da DC porque, quando está 
ausente, a célula T recusa-se a responder de modo apropriado 
e geralmente se destrói por morte celular programada (apop- 
tose). Apenas para ter certeza de que fomos claros a esse 
respeito, porque isso é fundamental à ativação do sistema 
imune adaptativo, as células T virgens (naive) necessitam 
dos sinais 1 e 2 fornecidos por uma APC para que sejam 


plenamente ativadas. 


(a) 
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Figura 1.27 A maturação da célula 
dendrítica é induzida pelos PAMP e 
outros sinais de infecção. (a) As 
células dendríticas (DC) imaturas sofrem 
maturação e tornam-se equipadas para 
apresentar antígenos e produzir sinais 
coestimuladores depois da ativação por 
um padrão molecular associado aos 
patógenos (PAMP) (ou padrão molecular 
associado a perigo, DAMP), porque isso 
resulta no aumento dramático da 
expressão das moléculas B7 e MHC na 


B7 alto (estímulo coestimulador forte) superfície da DC. A expressão das 


Célula T 


proteínas da família B7 é controlada pelo 
NFxB, que é ativado depois do 
envolvimento de muitos PRR. Embora as 
DC imaturas sejam relativamente 
imóveis, as DC maduras são altamente 
móveis e migram para os tecidos 
linfoides secundários de modo a 
apresentar antígenos às células T. (b) As 
células de Langerhans da epiderme do 
camundongo (i. e., DC da pele) foram 
coradas para langerina (verde) e MHC 
classe II (vermelho), antes (à esquerda) 
e depois (à direita) da maturação. 
Observe que, antes da maturação da 
DC, o MHC classe II (vermelho) estava 
presente dentro da célula, enquanto 
depois da maturação ele apareceu 
claramente na superfície da célula. Parte 
(b), cortesia dos Drs. Ralph Steinman e 
Juliana Idoyaga, The Rockefeller 
University, Nova York, EUA. 


Figura 1.28 As células dendríticas (DC) apresentam 
antígenos às células T do sistema imune adaptativo. As 
moléculas do MHC presentes nas DC funcionam como 
plataformas de serviço para as proteínas desmembradas 
(i. e., peptídios). As células T conseguem “enxergar” 
apenas os antígenos apresentados dentro da fenda de uma 
molécula MHC; este é o sinal 1. Além de apresentar 
antígenos às células T no formato apropriado, as DC 
também dão permissão para que essas células iniciem a 
expansão clonal (i. e., proliferação para aumentar suas 
contagens) quando fornecem sinais coestimuladores na 
forma dos ligantes de membrana B7-1 e B7-2 (também 
conhecidos como CD80/CD86), que se combinam com o 
CD28 na superfície da célula T; este é o sinal 2. 


A ativação dos PRR equipa as DC para 
produzirem coestimulagao 


Como os sinais 1 e 2 são necessários à ativação apropriada 
das células T, um aspecto essencial da função da APC é saber 
quando produzir estímulos coestimuladores. Agora, o leitor 
astuto poderá estar imaginando como a DC sabe quando 
iniciar a coestimulação, porque isso praticamente define se o 
sistema imune adaptativo será ou não envolvido. 

Mais uma vez, os PRR são as chaves usadas para saber 
quando o sistema imune deve responder ou não. As DC estão 
equipadas para produzir sinais coestimuladores apenas depois 
da sua ativação por um PAMP (ou DAMP), porque isso 


A capacidade de reconhecer e responder ao que 
“não é próprio” e também ao que “é próprio e está 
oculto” é fundamental à imunidade 

E As respostas imunes são iniciadas com a detecção 
dos padrões moleculares associados aos 
patógenos (PAMP), que representam padrões 
moleculares não próprios (estranhos) ou 
associados a perigo (DAMP), estes últimos 
relativos ao que é próprio e está oculto. 

m As moléculas dos receptores de reconhecimento 
de padrão (PRR), que podem ser solúveis 
(humorais) ou ligados às células, são usadas pelo 
sistema imune para detectar a presença dos PAMP 
ou DAMP. 

E A ativação dos PRR resulta em diversas respostas 
que têm como propósito destruir diretamente ou 
engolfar os microrganismos por fagocitose, além 
de permitir a amplificação das respostas imunes 
por liberação de várias moléculas mensageiras, 
tais como citocinas e quimiocinas. 


Nos vertebrados, existem três níveis 

de defesa imune 

E A pele e as mucosas constituem as barreiras 
físicas contra infecção. 

E O sistema imune inato é constituído por um 
conjunto de fatores solúveis e células que detectam 
e respondem aos agentes infecciosos depois de 
sua ligação às estruturas relativamente inespecíficas 
(PAMP) e comuns a vários patógenos. 

m O sistema imune adaptativo é formado pelos 
linfócitos B e T, que reconhecem estruturas 
altamente específicas (antígenos) dos 
microrganismos por meio de receptores de 
membrana profusamente diversificados, que são 
gerados randomicamente e adaptados 
especificamente a cada patógeno. 
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acarreta aumentos dramáticos na expressão das moléculas B7 
na superfície da DC; a expressão das proteínas da família B7 
também é controlada pelo NFKB, que é ativado depois do 
envolvimento de muitos PRR. As DC que apresentam antí- 
genos adquiridos sem a estimulação mediada pelos PAMP 
quase certamente apresentam moléculas próprias e, conse- 
quentemente, não conseguem produzir os sinais coestimula- 
dores apropriados à ativação das células T virgens (naive) 
(Figura 1.28). 

O resultado final de tudo isso é que o sistema imune 
adaptativo depende fundamentalmente das células do sistema 
imune inato para saber quando iniciar uma resposta e ao que 
responder. 


E As respostas imunes inatas à infecção são rápidas 
(minutos), enquanto as respostas imunes 
adaptativas são mais lentas (dias). As respostas 
imunes inatas geralmente são semelhantes entre 
os indivíudos de uma mesma espécie e não 
aumentam com as exposições repetidas aos 
agentes infecciosos. As respostas imunes 
adaptativas diferem entre os indivíduos e 
aumentam com o segundo ou outros contatos 
subsequentes com o mesmo antígeno. 

E As respostas imunes inatas e adaptativas são 
interdependentes e cooperam para erradicar os 
agentes infecciosos. 


Barreiras contra infecção 

E Os microrganismos são impedidos de entrar no 
organismo pela pele, secreção mucosa, ação ciliar, 
ação depurativa dos líquidos bactericidas (p. ex., 
lágrimas), ácido gástrico e antagonismo 
microbiano. 

m Quando há penetração, as bactérias são 
destruídas pelas moléculas solúveis de 
reconhecimento de padrão, tais como lisozima e 
complemento, assim como por fagocitose seguida 
de digestão intracelular. 


As células fagocitárias reconhecem e destroem 

os microrganismos 

E As células fagocitárias principais são os neutrófilos 
polimorfonucleares e os macrófagos. 

E As células fagocitárias utilizam seus receptores de 
reconhecimento de padrão (PRR) situados na 
membrana para reconhecer e aderir aos padrões 
moleculares associados aos patógenos (PAMP) 
presentes na superfície dos microrganismos. 

E Os PRR incluem receptores Toll-like, lectina do tipo 
C, NOD-like, RIG-like e receptores de varredura. 
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E O acoplamento aos PRR resulta na ativação das 
funções fagocíticas e na secreção de várias 
citocinas e quimiocinas, das quais muitas são 
expressas por mecansimos dependentes do NFxB 
e dos IRF. 

m Os microrganismos que aderem à superficie dos 
fagócitos ativam o processo de fagocitose e são 
levados para o interior da célula, onde se fundem 
com os grânulos citoplasmáticos. 

m Em seguida, entra em ação uma gama 
extraordinária de mecanismos microbicidas: a 
conversão do O, em intermediários reativos do 
oxigênio, a síntese do óxido nítrico e a liberação 
de vários fatores independentes do oxigênio 
presentes nos grânulos. 

E A adesão aos PRR das células dendríticas inicia os 
processos de resposta imune adaptativa (veja o 
Capítulo 2). 


O complemento facilita a fagocitose e a destruição 

dos microrganismos 

m O sistema complemento — uma cascata 
enzimática ativável constituída de vários 
componentes — é usado para atrair as células 
fagocitárias aos microrganismos, que então podem 
ser fagocitados. Além disso, a ativação do 
complemento resulta na formação do complexo de 
ataque à membrana (MAC), que perfura os 
microrganismos. 

m Por meio do que se conhece como via alternativa 
do complemento, o componente mais abundante 
(C3) é decomposto por uma enzima convertase 
formada por seu próprio produto de clivagem C3b e 
pelo fator B; em seguida, a enzima é estabilizada 
de maneira a evitar sua decomposição pelos fatores 
H e por sua ligação à superficie dos 
microrganismos. Depois de formado, o C3b liga-se 
covalentemente ao microrganismo e atua como 
opsonina. 

m O próximo componente (C5) é ativado e libera um 
peptídio pequeno conhecido como C5a; o C5b 
remanescente liga-se à superfície e reúne os 
componentes finais de C6-9 para formar um 
complexo de ataque à membrana, que é 
livremente permeável aos solutos e pode causar 
citólise osmótica. 

m O C5a é um fator quimiotáxico potente para 
neutrófilos e aumenta expressivamente a 
permeabilidade capilar. 

m O C3a e o C5a atuam nos mastócitos e provocam 
a liberação de mais mediadores, incluindo 
histamina, leucotrieno B, e fator de necrose 
tumoral (TNF), que alteram a permeabilidade 
capilar, a adesividade e a quimiotaxia dos 


neutrófilos; esses mediadores também ativam os 
neutrófilos. 


Resposta inflamatória 

E Inflamação é o termo usado para descrever a série 
de eventos que acompanha a resposta imune e 
inclui edema localizado (causado pelo 
recrutamento dos fagócitos e das proteínas 
plasmáticas presentes no sangue), eritema, dor e 
elevação da temperatura. 

m Em conjunto, os produtos liberados pelos 
mastócitos ativados e pela ativação do 
complemento promovem a inflamação. 

m Depois da ativação do complemento seguida da 
atração e da estimulação dos neutrófilos, os 
fagócitos ativados ligam-se aos micróbios 
recobertos pelo C3b por meio dos seus receptores 
de superfície específicos e, em seguida, podem 
ingeri-los. A entrada das células 
polimorfonucleares e o aumento da 
permeabilidade vascular constituem a resposta 
inflamatória aguda antimicrobiana potente (veja a 
Figura 2.18). 

E A inflamação também pode ser iniciada pelos 
macrófagos teciduais que desempenham uma 
função semelhante à dos mastócitos, bem como 
pelas toxinas bacterianas e pelas bactérias 
recobertas por C5a ou iC3b, que aderem aos 
receptores de superfície do complemento e 
provocam a liberação dos fatores ativadores e 
quimiotáxicos para neutrófilos. 


Os mecanismos humorais constituem uma 

segunda linha de defesa 

E Numerosas moléculas solúveis de reconhecimento 
de padrões pertencentes a diversas famílias de 
proteínas (p. ex., pentraxinas, colectinas, ficolinas) 
ajudam a detectar os PAMP conservados dos 
microrganismos. Os mecanismos de ação comuns 
a esses PRR solúveis depois da sua ligação aos 
seus alvos incluem: opsonização, ativação do 
complemento e potencialização da fagocitose e da 
aglutinação. 

E Além da lisozima, das defensinas peptídicas e do 
sistema complemento, outras defesas humorais 
são as proteínas da fase aguda, tais como a 
proteína C reativa e as proteínas de ligação da 
manose, cujas sínteses aumentam 
expressivamente na vigência de infecção. A lectina 
de ligação da manose desencadeia uma via de 
ativação do complemento, que é diferente da via 
alternativa em suas reações iniciais, conforme 
descrito no Capítulo 2. Essa lectina faz parte da 
família das colectinas, que inclui a conglutinina e 


os surfactantes SP-A e SP-D, notaveis por sua 
capacidade de diferenciar entre os carboidratos de 
superfície “próprios” e microbianos por meio das 
suas moléculas de reconhecimento de padrões. 

E A recuperação das infecções virais pode ser 
afetada pelos interferons, que bloqueiam a 
replicação viral. 


As células natural killer (NK) instruem 

as células anormais ou infectadas por vírus 

a cometerem suicídio 

E As células NK conseguem identificar as células do 
hospedeiro que expressam padrões de proteínas 
anormais ou alteradas. 

E Após a seleção de uma célula-alvo apropriada, as 
células NK conseguem destruí-la por apoptose 
pela via do receptor da morte ou pela via 
dependente dos grânulos citotóxicos. 

E As duas vias de apoptose — dependente do 
receptor da morte ou dependente dos grânulos 
citotóxicos — consistem na ativação de um grupo 
de proteases (conhecidas como caspases) 
presentes dentro da célula-alvo, que coordenam o 
desmantelamento interno das estruturas celulares 
essenciais e, desse modo, levam a célula à morte. 


Capítulo 1 | Imunidade Inata 35 


Como lidar com parasitos extracelulares grandes 

E Os agentes infecciosos grandes, cujo tamanho 
não possibilita a fagocitose imediata por 
macrófagos e neutrófilos, são “atacados” 
por enzimas deletérias liberadas pelos eosinófilos. 

E A destruição extracelular pelos eosinófilos 
acoplados ao C3b pode ser responsável pela 
incapacidade de estabelecer uma base de 
operações por muitos parasitos grandes. 


O sistema imune inato estimula a imunidade 

adaptativa 

E As células dendríticas (DC) estabelecem um elo 
entre os sistemas imunes inato e adaptativo 
quando apresentam antígenos aos linfócitos 
T dentro dos linfonodos. 

m As DC maduras apresentam fragmentos peptidicos 
dos antígenos às células T por meio das moléculas 
do MHC de superfície (sinal 1) e, além disso, 
fornecem sinais coestimuladores por meio dos 
ligantes da família B7 (sinal 2). Esses dois sinais 
são necessários à ativação eficiente das células T. 

E A estimulação das DC mediada pelos PAMP 
promove sua maturação (i. e., capacidade de 
apresentar antígenos eficientemente e fornecer sinais 
coestimuladores) e sua migração aos linfonodos. 
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Imunopatologia 


Para lembrar 


Os neutrófilos, os eosinófilos, os basófilos, os mastócitos, os monócitos, os 
macrófagos, as células dendríticas e as células natural killer (NK) são os 
componentes celulares da resposta inata. As moléculas envolvidas nas 
respostas inatas incluem as proteínas da fase aguda e o complemento. 
Embora as respostas inatas sejam essenciais à proteção contra os 
patógenos, elas não são específicas para determinados antígenos e não 
aumentam com as exposições repetidas ao agente infeccioso, ao contrário 
das respostas adquiridas que veremos adiante. 


Introdução 


Nossos adversários microbianos dispõem de amplas estratégias de 
adaptação que lhes permitem escapar das nossas defesas imunes inatas. 
Muitas bactérias conseguem multiplicar-se a cada 20 a 60 minutos ou mais e 
a replicação do seu ácido nucleico oferece a possibilidade de ocorrerem 
mutações que alteram as estruturas reconhecidas pelo sistema imune 
(antígenos). Os vírus e os parasitos também alteram continuamente seus 
antígenos por mutação e outros mecanismos. Evidentemente, nosso 
organismo precisou desenvolver mecanismos de defesa capazes de superar 
todas essas alterações. Em outras palavras, o organismo precisa dispor de 
uma quantidade enorme de defesas imunes específicas. Uma tarefa muito 
árdua! 


Antigenos — “formas” reconhecidas 
pelo sistema imune 


As estruturas reconhecidas pela resposta imune adquirida 
especifica sao conhecidas como antígenos, ou seja, elas 
possuem uma “forma” complementar aos receptores de anti- 
genos existentes nas células do sistema imune e às moléculas 
de anticorpos secretados. Os antígenos podem ser proteínas, 
carboidratos, lipídios, ácidos nucleicos ou pequenos agrupa- 
mentos químicos conhecidos como haptenos, ou seja, na 
verdade qualquer coisa pode ser um antígeno. Os antígenos 
podem ser componentes dos microrganismos, dos agentes 
infecciosos maiores (como vermes parasitos), das substâncias 
ingeridas (tais como alimentos), das substâncias inaladas 
(p. ex., pólen), dos órgãos ou dos tecidos transplantados, ou 
até do nosso próprio organismo (antígenos “próprios”). 


Anticorpo — molécula de 
reconhecimento de antígenos 
específicos 


Os processos evolutivos alcançaram um nível de complexidade 
que pode ser descrito apenas como uma solução brilhante para 
o problema do reconhecimento de uma gama praticamente 
infinita de antígenos. Essa solução foi moldar uma molécula 
que fosse capaz não apenas de reconhecer especificamente o 
patógeno invasor, como também de recrutar vários componen- 
tes do sistema imune. Voila, a molécula de anticorpo! 

Os anticorpos possuem dois componentes principais — 
um conhecido como região variável, encarregada de ligar-se 
ao antígeno específico (função de reconhecimento dos antí- 
genos), e outra conhecida como região constante, utilizada 
para ligar-se ao complemento, aos fagócitos, às células NK e 
a outros elementos (função efetora). Desse modo, o orga- 
nismo precisa produzir centenas de milhares ou milhões de 
moléculas de anticorpos com regiões de reconhecimento 
de antígenos diferentes, embora todas compartilhem a pro- 
priedade de recrutar outros elementos da resposta imune 


(Figura 2.1). 


O anticorpo consegue ativar a via clássica 
do complemento 


Os anticorpos humanos são divididos em cinco classes prin- 
cipais: imunoglobulina M (abreviada como IgM), IgG, IgA, 
IgE e IgD, que diferem quanto à especialização das suas 
“extremidades distais” efetoras para desempenhar diferentes 
funções biológicas. No Capítulo 1, descrevemos a via alter- 
nativa do complemento independente de anticorpos, cuja 
ativação depende dos polissacarídios microbianos. Entretanto, 
a ativação da primeira via do complemento descoberta — via 
clássica — depende do anticorpo IgM ou IgG. Quando se 
combinam com o antígeno, os anticorpos dessas duas classes 
ligam-se à primeira molécula da via clássica do complemento 
(Clq) e iniciam a atividade proteolítica do complexo C1 
(Figura 2.2). 
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Figura 2.1 A molécula do anticorpo liga o antígeno aos 
outros componentes da resposta imune. A região Fab 
(fragmento de ligação ao antígeno) do anticorpo liga-se ao 
antígeno específico do micróbio e tem composição variável em 
cada anticorpo. A região Fc (fragmento cristalisável) é idêntica 
em todos os anticorpos da mesma classe/subclasse e ativa 
funcionalmente o complemento (via clássica com os 
anticorpos IgM e IgG) e as células fagocitárias (com o 
anticorpo IgG, por ligação aos receptores Fc [FcR] existentes 
na superfície do fagócito). A ativação do complemento resulta 
na opsonização dos micróbios de forma a facilitar seu 
reconhecimento pelos fagócitos (em consequência do 
revestimento do micróbio pelo complemento, que é 
reconhecido pelos receptores de complemento da célula 
fagocitária [não ilustrados; Figura 12.10]). Além disso, a 
ativação do complemento estimula a atração quimiotáxica dos 
fagócitos para o foco infeccioso e aumenta a permeabilidade 
vascular para facilitar sua transferência da circulação sanguí- 
nea aos tecidos. Outras atividades do anticorpo, que não 
estão ilustradas nesta figura, incluem o estabelecimento de 
uma ligação entre as células efetoras (células NK, eosinófilos 
etc.) e o patógeno, mecanismo conhecido como citotoxicidade 
celular dependente de anticorpo (ADCC, do inglês, antibody- 
dependent cellular cytotoxicity). 


Clq é um hexâmero disposto dentro de uma haste central 
semelhante ao colágeno, que se ramifica em seis segmentos, 
cada qual com uma ponta globular para ligação do anticorpo. 
Clq está associado a duas outras subunidades — Cir e Cls 
— em um complexo trimolecular estabilizado pelo Ca” 
(Figura 2.2). Essas duas moléculas contêm as chamadas repe- 
tições sushi de uma unidade de 60 aminoácidos entrelaçados 
para formar um domínio globular, geralmente conhecida 
como proteína de controle do complemento (CCP, do inglês, 
complement control protein) porque é um aspecto estrutural 
típico de várias proteínas envolvidas no controle do sistema 
complemento. As alterações que ocorrem com o Clq depois 
da ligação a um complexo de antígeno-anticorpo desenca- 
deiam a autoativação da atividade proteolítica do Clr que, 
em seguida, faz a clivagem do Cls. A atividade do C1 é 
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Figura 2.2 Ativação da via clássica do complemento. O primeiro componente (C1) da via clássica de ativação do complemento 
é um complexo formado por três subunidades: Ctq, Cir e Cts. (a) Ctq forma um hexâmero disposto em uma estrutura 
semelhante a um “ramalhete de tulipas” e está associado ao complexo C1r,-C1s, claviforme, flexível e dependente do Ca?*, que 
se interdigita com os seis segmentos do C1q. (b) A ativação da cascata do complemento pela via clássica depende da ligação 
dos anticorpos ao antígeno de modo que as pontas globulares do hexâmero C1q possam ligar-se à região Fc de no mínimo dois 


anticorpos. 


regulada por um inibidor (C1-Inh) que se liga ao complexo 
C1r-Cls, e causa sua dissociação do Clq, desse modo impe- 
dindo a ativação excessiva da via clássica. 

Em seguida, o próximo componente dessa via — C4 
(infelizmente, os componentes do complemento foram 
numerados antes do esclarecimento da sequência de ativação) 
— liga-se às CCP do Cls e é clivado enzimaticamente pelo 
Cls. Como seria esperado de uma cascata envolvendo várias 
enzimas, muitas moléculas do C4 são clivadas e cada qual 
libera um fragmento pequeno (C4a) e expõe uma ligação de 
tiol-éster interna lábil nascente no C4b residual (como ocorre 
com o C3, Figura 1.17), que então pode ligar-se ao complexo 
de anticorpo-Cl ou à superfície do próprio micróbio. Em 
presença do Mg”, o C2 pode formar complexos com o C4b 
e atuar como outro substrato para o Cls: depois disso, o 
produto resultante C4b2a adquire a atividade essencial de C3 
convertase, que é necessária à clivagem desse componente 
(Figura 2.3). 

A C3 convertase da via clássica tem a mesma especifici- 
dade do C3bBb formado pela via alternativa. A ativação de 
um único complexo C1 pode desencadear a proteólise de 
literalmente milhares de moléculas de C3. O C3b resultante 
é acrescentado ao C4b2a para formar uma C5 convertase, que 
depois produz C5a (que desempenha funções quimiotáxica e 
anafilática) e C5b (que forma o primeiro componente do 
complexo de ataque à membrana) (Figuras 1.19 e 2.4). 
Assim como a C3 convertase da via alternativa é controlada 
pelos fatores H e I, a decomposição do C4b2a é realizada pelo 
fator I em presença da proteína de ligação do C4 (C4bp) ou 


do receptor C3b da superfície celular (CR1), que atuam como 


cofatores. 


A via clássica e a via das lectinas de ativação 
do complemento combinam-se para formar a 
mesma C3 convertase 


Nessa altura, é conveniente relembrar a ativação do comple- 
mento pelos mecanismos imunes inatos que envolvem a 
lectina de ligação da manose (MBL, do inglês, mannose-bin- 
ding lectin) (veja a p. 25). Quando forma complexos com um 
micróbio, a MBL liga-se e estimula a atividade proteolítica 
latente das serina proteases associadas à MBL (MASP-1 e 
MASP-2), que são estruturalmente semelhantes ao Clr e Cls, 
respectivamente. Por um mecanismo semelhante ao do com- 
plexo Clqrs, a MASP-1 e a MASP-2 decompéem o C4 e o 
C2 e produzem C4b2a (uma C3 convertase). 

Independentemente se a ativação ocorre pela via clássica, 
alternativa ou da lectina, vários componentes biologicamente 
ativos do complemento são formados e desempenham funções 
importantes na resposta imune (Figura 2.5). 


O anticorpo facilita a fagocitose 


Em algumas condições, os microrganismos conseguem resistir 
à fagocitose. Quando pequenas quantidades de anticorpo são 
acrescentadas, o fagócito entra imediatamente em ação. Isso 
ocorre depois do reconhecimento de duas ou mais moléculas 
ligadas ao micróbio por meio dos receptores Fc especializados, 
que estão presentes na superfície celular do fagócito (Figura 2.1). 


Capitulo 2 | Imunidade Adquirida Especifica 39 


Via clássica e via da lectina Via alternativa 
Polissacarídio 
microbiano 
Complexo Pi rdina 
8 anticorpo-micróbio pee 
Ciars a Ciars caba C3bBB 
MASP-1/2 MASP-1/2 
-l 
a n 
s Fator D 
Complexo 
> MBL-micróbio 
C4b2 C3bB 
C4 C4b | L cz Fator B 
C4b2a3b <~“ C3bBb3b 
C6, C7, C8, C9 


Figura 2.3 Comparação das vias de ativação do complemento: clássica, alternativa e da lectina. A via clássica é ativada por 
anticorpos, enquanto a via alternativa e a via da lectina não são ativadas por este mecanismo. As moléculas com atividade de 
protease estão realçadas em azul-claro. O evento central essencial às três vias de ativação é a clivagem do C3 por uma C3 
convertase (i. e., C4b2a para a via clássica e a via da lectina; C3bBb para a via alternativa). Repare na confusão da 
nomenclatura; o fragmento C2 grande que forma a C3 convertase é designado como C2a, mas para seguir o mesmo padrão do 
C4b, C3b e C5b, teria sido mais lógico que fosse descrito como C2b. Observe que a proteína C reativa (p. 24), depois de ligar-se 
à fosforilcolina microbiana, também pode ativar a via clássica. Quando se combina com um carboidrato da superfície do 
micróbio, a lectina de ligação da manose (MBL) liga-se às serina proteases associadas à MBL (MASP-1 e MASP-2) (p. 25), que 


em seguida desdobram o C4 e o C2. 


Uma única molécula de anticorpo ligada ao microrga- 
nismo não é suficiente porque não consegue estabelecer liga- 
ções cruzadas com os receptores Fc da membrana de superfície 
do fagócito, que são necessárias à ativação da célula. Ainda 
há outro aspecto a ser considerado, que geralmente é descrito 
como efeito bônus da polivalência. Por motivos termodina- 
micos descritos sucintamente no Capítulo 5, a constante de 
associação dos ligantes que utilizam várias ligações (em vez de 
apenas uma) para reagir com os receptores aumenta geome- 
tricamente (em vez de aritmeticamente). Por exemplo, três 
anticorpos interligados a uma bactéria poderiam ser fixados a 
um macrófago com intensidade 1.000 vezes maior do que 


seria observada com apenas uma molécula de anticorpo 
(Figura 2.6). 


Bases celulares da produção 
de anticorpos 


Os anticorpos são produzidos pelos linfócitos 


A maioria dos linfócitos inativos é formada por células 
pequenas com núcleo intensamente corado em razão da cro- 
matina condensada e citoplasma relativamente escasso, que 
contém as mitocôndrias singulares necessárias ao forneci- 
mento básico de energia (Figuras 2.7a e 2.8). 
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Figura 2.4 Várias perfurações da parede celular da bactéria 
Escherichia coli, produzidas pela interação com o anticorpo 
IgM e o complemento. Cada perfuração foi causada por uma 
única molécula de IgM e aparece como uma “depressão 
escura” em consequência da penetração do “corante negativo”. 
Até certo ponto, essa imagem é ilusória, pois na realidade essas 
“depressões” são semelhantes às crateras dos vulcões que se 
abrem na superfície e cada qual é formada por um complexo de 
ataque à membrana. Resultados semelhantes podem ser 
obtidos na ausência dos anticorpos quando se utilizam 
concentrações mais altas do complemento, porque a 
endotoxina da parede celular pode ativar a via alternativa 
(400.000x). (Cortesia de R. Dourmashkin e J.H. Humphrey.) 
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Figura 2.5 Atividades produzidas pela ativação do sistema complemento. Depois da clivagem do C3 pela C3 convertase e, em 
seguida, do C5 por sua convertase correspondente, vários componentes biologicamente ativos do complemento são produzidos. 
Algumas células do sistema imune possuem receptores de superfície celular para determinados componentes do complemento, e 
as superfícies das células microbianas podem ser recobertas pelo complemento. As funções ativadas somam-se para produzir uma 
resposta imune eficaz. Desse modo, a liberação dos mediadores inflamatórios pelos mastócitos, que ocorre em resposta aos 
componentes C3a e C5a do complemento (e, em menor grau, ao C4a), aumenta a permeabilidade vascular. Isso permite que os 
neutrófilos saiam da circulação em resposta à atividade adicional do C5a, que é um fator quimiotáxico para essas células. Os 
microrganismos recobertos (“opsonizados”) por C3b e C4b são fagocitados eficazmente por esses neutrófilos, porque essas células 
expressam receptores para o complemento. Quando o C3b é depositado na superfície microbiana, os componentes terminais 
(C5b-C9) do sistema complemento podem reunir-se para formar o complexo de ataque à membrana (MAC, do inglês, membrane 
attack complex), que em seguida destrói os microrganismos. Como os eritrócitos possuem receptores para o complemento, eles 
também são capazes de ligar-se aos antígenos recobertos pelo complemento e essas células são transportadas rapidamente para o 
baço e o fígado para serem destruídas. O componente C3d do complemento facilita a ativação das células B, seja por 
coestimulação das células por seus receptores de complemento, ou por mediação da retenção dos imunocomplexos nas células 
dendríticas foliculares que, dessa maneira, são envolvidas na produção dos anticorpos específicos contra o micróbio. 
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Figura 2.6 A ligação da bactéria ao 
fagócito por meio de vários 


Ligação única de baixa afinidade 


Ligações múltiplas de grande afinidade 


anticorpos gera forças atrativas 
intensas e estimula a fagocitose 
por ligação cruzada dos receptores 
Fe da superficie (FcR). 


fagocitaria 


A função central do pequeno linfócito na produção dos 
anticorpos foi demonstrada principalmente pelos trabalhos de 
James Gowans. Esse pesquisador removeu os linfócitos dos ratos 
por drenagem crônica da linfa circulante no ducto torácico uti- 
lizando um cateter de longa permanência e demonstrou que esses 
animais tinham reduções profundas da capacidade de desenvol- 
ver uma resposta humoral (anticorpos) quando expostos aos 
micróbios. Os animais recuperavam a capacidade de produzir 
anticorpos quando os linfócitos removidos do ducto torácico de 
outros ratos eram injetados. O mesmo efeito ocorria quando, 
antes da injeção, as células T' retiradas do ducto torácico eram 
primeiramente incubadas a 37°C por 24 h em condições que 
destrufam as células grandes e médias e deixavam apenas os 
pequenos linfócitos. Essas experiências demonstraram que os 
pequenos linfócitos são necessários à produção dos anticorpos. 

Os pequenos linfócitos podem ser marcados quando um 
rato doador recebe previamente injeções de timidina tritiada 
PH] radioativa; em seguida, é possível acompanhar o destino 
dessas células depois da sua transferência a outro rato da 
mesma cepa, que então recebe uma injeção com microrganis- 
mos de modo a produzir uma resposta humoral (Figura 2.9). 
Depois do contato com os micróbios injetados, parte dos 
linfócitos marcados e transferidos transforma-se em plasmó- 
citos (Figuras 2.7d e 2.10), que contêm (Figura 2.7e) e secre- 
tam anticorpo. 


O antígeno seleciona os linfócitos que possuem 
o anticorpo específico 


Existem dois tipos principais de linfócitos: linfócitos T 
(células T) e linfócitos B (células B). Embora os linfócitos 
T (assim chamados porque se diferenciam no timo) desem- 
penhem várias funções, apenas os linfócitos B (que se dife- 
renciam na medula óssea) são capazes de sintetizar anticorpo 
para produzir imunidade humoral. Cada célula B está pro- 
gramada para produzir um e apenas um tipo específico de 


anticorpo e expõe uma versão transmembrana desses anticor- 
pos em sua superfície, que atuam como receptores para o 
antígeno específico. Esses anticorpos podem ser detectados 
por marcadores fluorescentes, e na Figura 2.7b são mostradas 
as moléculas dos anticorpos na superfície de um linfócito B 
humano corado com antissoro fluorescente de coelho contra 
uma preparação de anticorpos humanos. Cada linfócito B 
possui cerca de 10° moléculas de anticorpo em sua superfície, 
todas com a mesma especificidade antigénica. 

Quando um antígeno entra no organismo, ele se depara 
com numerosos linfócitos B, cada qual com anticorpos dife- 
rentes e seus sítios de reconhecimento específicos e próprios. 
O antígeno liga-se apenas aos receptores com os quais conse- 
gue combinar-se perfeitamente. Os linfócitos B cujos recep- 
tores estão ligados aos antígenos recebem um sinal ativador e 
transformam-se em plasmócitos secretores de anticorpos. 
Como os linfócitos B estão programados para produzir apenas 
uma especificidade de anticorpo, a versão solúvel da molécula 
de anticorpo secretado pelo plasmócito reconhece o mesmo 
antígeno que a versão transmembrana da superfície celular, 
que funcionou originalmente como receptor para o antígeno. 
Desse modo, o antígeno seleciona para produção os anticor- 
pos que o reconhecem efetivamente (Figura 2.11). As células 
T com TCR de especificidade apropriada também são sele- 
cionadas e, entre essas, algumas são linfócitos T auxiliares 
necessários (na maioria das situações) à proliferação das 
células B e, em seguida, à sua diferenciação em plasmócitos. 


A necessidade da expansão clonal significa que 
a imunidade humoral tem de ser adquirida 


Como somos capazes de produzir centenas de milhares ou até 
milhões de moléculas diferentes de anticorpo, não nos seria 
possível ter tantos linfócitos para produzir cada tipo de anti- 
corpo; o corpo não teria espaço suficiente para acomodá-los. 
De modo a compensar essa deficiência, os linfócitos ativados 
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(a) 


Anti-lg fluorescente 


Formação da placa 
(ou envoltório) 


Figura 2.7 Células envolvidas na resposta imune adquirida. (a) Pequeno linfócito. Linfócito inativo típico com halo fino de 
citoplasma. A cromatina condensada é responsável pela coloração intensa do núcleo. Corante Giemsa. (b) Coloração por 
imunofluorescéncia da imunoglobulina de superfície do linfécito B, utilizando como corante anti-lg conjugada com fluoresceina 
(verde). Contanto que a reação seja realizada a frio para evitar pinocitose, o anticorpo marcado não consegue penetrar nos 
linfócitos viáveis e reage apenas com os componentes da superfície. Observe a Ig de superfície agregada, que começa a formar um 
envoltório no linfócito situado à direita. Durante a formação do envoltório, a miosina submembranar é redistribuída em combinação 
com a Ig de superfície. (c) Ilustração esquemática da formação do envoltório observado em (b). (d) Plasmócitos. O núcleo é 
excêntrico e o citoplasma é intensamente basofílico em consequência do seu teor elevado de RNA. A zona justanuclear pouco 
corada corresponde à região de Golgi. Corante de May-Grúnwald-Giemsa. (e) Plasmócitos corados para demonstrar a 
imunoglobulina intracelular usando anti-IgG marcada com fluoresceina (verde) e anti-lgM conjugada com rodamina (vermelho). (f) 
Células de Langerhans, as células dendríticas interdigitadas da pele, na epiderme de um ser humano com hanseníase. Essas 
células são mais numerosas na zona subepidérmica, possivelmente em consequência da doença. As células estão coradas em 
vermelho pelo método da imunoperoxidase com anticorpos contra a proteína S-100 de ligação do cálcio, que está presente nas 
células de Langerhans (e, desse modo, é usado para corar essas células). (A fotografia [a] foi reproduzida de Essential 
Haematology, 5º ed., cedida gentilmente pelos autores A.V. Hoffbrand, J.E. Pettit e PA.H. Moss; [b] cedida por P. Lydyard; [d] e [e] 
cedidas por C. Grossi; e [f] por M. Ridley.) 
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Figura 2.8 Ultraestrutura do linfócito. Linfócito T com núcleo > Es 
endentado contendo cromatina condensada e citoplasma ; 
escasso: a célula tem uma única mitocôndria e muitos 
ribossomos livres, mas poucas organelas adicionais (13.000x). 
Os linfócitos B são praticamente idênticos, embora com um 
pouco mais de citoplasma e alguns elementos ocasionais de 
retículo endoplasmático rugoso. (Cortesia de A. Zicca.) 


l Rato doador Rato receptor 
PH] Timidina Bactérias 
Células Linfócitos Exame Yy a 
do ducto torácico pequenos marcados das células x Anticorpo 
Núcleo 
radioativo 
Incubação a 37°C por 24 h Plasmócito 


Figura 2.9 Os pequenos linfócitos podem ser estimulados a se diferenciar em plasmócitos secretores de anticorpos. Nesse 
sistema experimental, os linfócitos do rato doador foram marcados radioativamente in vivo com timidina tritiada [°H] e, em seguida, 
retirados do ducto torácico (uma estrutura anatômica que interliga as circulações sanguínea e linfática e, consequentemente, 
contém grandes quantidades de linfócitos circulantes; veja a Figura 7.4). Depois da incubação em determinadas condições in vitro 
por 24 h, é possível isolar uma população de linfócitos da qual foram retiradas quase todas as células ativadas (e, 
consequentemente, maiores). Os pequenos linfócitos remanescentes marcados com °H (que apresentam uma gama ampla de 
especificidades antigênicas) são então transferidos para um rato receptor, que é imunizado com uma cepa de bactérias. Todos os 
linfócitos pequenos com especificidade para essa cepa bacteriana são ativados e alguns deles são linfócitos B capazes de 
diferenciar-se em plasmócitos. Essa observação é comprovada pelo fato de que as células do doador (i. e., com núcleos radioativos 
evidenciados por autorradiografia) também possuem anticorpo intracelular demonstrado pela coloração com marcadores 
fluorescentes (Figura 2.7e) e secretam anticorpos in vitro. 


pelo contato com um antígeno iniciam ondas sucessivas de 
proliferação para constituir um clone numeroso de plasmóci- 
tos, que produzem o anticorpo do tipo para o qual o linfócito 
original estava programado. Com esse sistema de seleção 
clonal, concentrações suficientes do anticorpo específico 
podem ser produzidas para efetivamente combater a infecção 


(Marco histórico 2.1; Figura 2.12). Do mesmo modo, a seleção 
clonal dos linfócitos T assegura que apenas as células com 
especificidade apropriada sejam estimuladas a proliferar. 

A importância da proliferação para o desenvolvimento de 
uma resposta humoral significativa é ressaltada pela possibi- 
lidade de suprimir por completo a produção dos anticorpos 
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Figura 2.10 Plasmócito (10.000x). Retículo endoplasmatico 
rugoso abundante associado à síntese e à secreção de Ig. 


contra determinado estímulo antigênico por meio dos fárma- 
cos antimitóticos. 

Como é necessário tempo para que o clone em prolifera- 
ção alcance números suficientes, em geral transcorrem vários 
dias até que os anticorpos sejam detectados no soro depois 
do contato inicial com o antígeno. Os anticorpos recém- 
-produzidos correspondem ao antígeno presente e é por essa 
razão que dizemos resposta imune adquirida (adaptativa). 


Memória imunológica adquirida 


Quando desenvolvemos uma resposta imune contra determi- 
nado agente infeccioso, por definição esse microrganismo tem 
de estar presente em nosso ambiente e provavelmente o 
encontraremos novamente. Desse modo, faz sentido que os 
mecanismos imunes alertados pelo primeiro contato com o 
antígeno tenham algum sistema de memória que lhes permita 
responder a qualquer exposição subsequente de maneira mais 
rápida e mais intensa. 

Nossa experiência com muitas infecções comuns nos diz 
que isso realmente tem de ser assim. Raramente adquirimos 
duas vezes doenças como sarampo, caxumba, varicela, coque- 
luche etc. O primeiro contato certamente registra alguma 
informação, produz algum tipo de memória, de modo que 
o organismo é efetivamente preparado para repelir qualquer 
invasão futura pelo mesmo microrganismo e um estado de 
imunidade é estabelecido. 


As respostas imunes secundárias são melhores 


Quando examinamos a produção de anticorpos e a forma- 
ção das células T efetoras depois do primeiro e do segundo 
contato com os antígenos, podemos entender as bases do 


Receptor de | 
antígeno 
(BCR ou TCR) 


Linfécito 
BouT 
Nenhuma Nenhuma Nenhuma 
ativação ativação ativação 
Ativação 
Formação 


das células efetoras e 
das células de memória 


Figura 2.11 O antígeno ativa os linfócitos que possuem 
receptores antigênicos complementares. Esse processo é 
conhecido como seleção clonal e assegura que apenas os 
linfócitos antígeno-específicos relevantes sejam ativados para 
formar as células efetoras e as células de memória apropriadas. 
No caso dos linfócitos produtores de anticorpos, eles utilizam 
uma versão do anticorpo exposto na superfície da célula, que 
se liga diretamente ao antígeno original, ou seja, receptor da 
célula B (BCR, do inglês, B-cell receptor). Os linfócitos T não 
produzem anticorpos, mas também possuem receptores de 
antígenos na superfície celular, ou seja, receptor da célula T 
(TCR, do inglês, T-cell receptor). Embora, de maneira a 
simplificar a ilustração, o TCR pareça reconhecer diretamente o 
antígeno (assim como ocorre com o BCR das células B), na 
maioria dos casos esse receptor conta com um sistema de 
reconhecimento muito complexo, que depende de que o 
antígeno seja processado em fragmentos apresentados pelas 
moléculas do MHC (Figuras 2.15 e 2.16). Depois da ativação 
pelo antígeno, as células B podem transformar-se em 
plasmócitos secretores de anticorpos ou células B de memória. 
Por outro lado, os elementos formados depois da ativação dos 
linfócitos T são células T efetoras auxiliares, citotóxicas ou 
reguladoras, além das células T de memória. 


desenvolvimento da imunidade. Por exemplo, quando inje- 
tamos um produto bacteriano como o toxoide tetânico em 
um coelho, por motivos que já foram explicados, vários dias 
transcorrem antes que possa ser detectada no sangue a pro- 
dução de anticorpos pelas células B; esses anticorpos atingem 
um nível máximo e depois diminuem (p. ex., Figura 2.13). 
Se o animal ficar em repouso e, após um determinado 
período, for aplicada uma segunda injeção do toxoide, 
veremos que as reações subsequentes serão dramaticamente 
diferentes. Dentro de 2 a 3 dias, o nível sanguíneo do anti- 
corpo aumentará rapidamente até alcançar valores muito 
maiores que os observados com a resposta imune primária. 
Desse modo, a resposta imune secundária caracteriza-se 
pela produção mais rápida e abundante de anticorpos, 
resultando na “acentuação” ou aceleração do sistema respon- 
sável por sua produção. Do mesmo modo, os linfócitos 
T desenvolvem respostas secundárias mais intensas, for- 
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9 Marco histórico 2.1 Teoria da seleção clonal 


Produção de anticorpos de acordo com a teoria de 
Ehrlich 

Em 1894, bem à frente do seu tempo, como sempre, o 
notável Paul Ehrlich propôs a teoria da cadeia lateral para 
explicar a produção dos anticorpos. Cada célula teria grande 
variedade de marcadores de superfície, que se ligariam aos 
antígenos estranhos com formato complementar de “chave e 
fechadura”. A exposição ao antígeno provocaria a 
superprodução de receptores (anticorpos), que então seriam 
disseminados na circulação (Figura M2.1.1). 


Teorias do molde 

A hipótese de Ehrlich implicava que os anticorpos fossem 
pré-formados antes da exposição ao antígeno. Entretanto, 
ficou difícil aceitar essa teoria depois que estudos 
subsequentes demonstraram que os anticorpos podiam ser 
produzidos contra quase todas as estruturas orgânicas 


Figura M2.1.1 Teoria da cadeia lateral de Ehrlich para 
explicar a produção dos anticorpos. (Reproduzida dos 
Proceedings of the Royal Society B (1900), 66, 424.) 


mando células com funções efetoras auxiliares ou citotóxicas 
aprimoradas. 

O fato de que os linfócitos são responsáveis pela memória 
imunológica pode ser demonstrado pela transferência adotiva 
dessas células para outro animal por um sistema experimental 
utilizado comumente em imunologia (Figura 2.9). O potencial 
imunológico das células transferidas é observado em um animal 
receptor exposto aos raios X, que destroem sua própria popu- 


lação de linfócitos; desse modo, o animal receptor funciona 


sintetizadas no laboratório de química (p. ex., sulfonato de 
m-aminobenzeno; Figura 5.6), apesar do fato de que essas 
moléculas nunca fossem encontradas em condições 
naturais. Desse modo, alguns autores sugeriram o conceito 
de que os anticorpos seriam sintetizados utilizando o 
antígeno como molde. Vinte anos se passaram até esse 
conceito ser “confirmado” pela observação de que, depois 
do desdobramento de uma molécula de anticorpo pelos 
sais de guanidínio na ausência de um antígeno, a molécula 
voltava a recompor-se espontaneamente de maneira a 
recuperar sua especificidade original. Desse modo, ficou 
evidente que cada anticorpo tem uma sequência de 
aminoácidos diferente, que determina seu formato 
entrelaçado final e, consequentemente, sua capacidade de 
reconhecer antígenos. 


Teorias da seleção 

A roda fez uma volta completa e mais uma vez nos 
deparamos com o conceito de que, como anticorpos 
diferentes precisam ser codificados por genes diferentes, a 
informação necessária à produção desses anticorpos deve 
preexistir no DNA do hospedeiro. Em 1955, Nils Jerne 
percebeu que essa poderia ser a base de uma teoria 
seletiva para explicar a produção dos anticorpos. Esse 
pesquisador sugeriu que o repertório completo de 
anticorpos estivesse expresso em um nível baixo e que, 
quando um antígeno entrasse no organismo, ele 
selecionaria seu anticorpo complementar para formar um 
complexo que, de alguma forma, provocaria a síntese 
adicional desse anticorpo específico. Mas, como isso 
aconteceria? 

Em seguida, Macfarlane Burnet demonstrou 
brilhantemente as bases celulares desse processo seletivo. 
De acordo com sua teoria, cada linfócito estaria 
programado para produzir seu próprio anticorpo singular, 
que seria inserido como uma “cadeia lateral” de Ehrlich em 
sua membrana de superfície. Nesse caso, o antígeno 
formaria o complexo imaginado por Jerne na superfície do 
linfócito e, com sua ativação e sua proliferação clonal, 
grandes quantidades do anticorpo específico seriam 
sintetizadas (Figura 2.12). Nossas reverências ao 
imaginativo Ehrlich, que chegou tão perto em 1894! 


como um “tubo de ensaio” vivo, no qual a atividade dos linfó- 
citos transferidos pode ser estudada in vivo. Os pequenos lin- 
fócitos retirados de um animal ao qual foi aplicada uma injeção 
primária do antígeno (p. ex., toxoide tetânico ou hemagluti- 
nina do vírus influenza) e transferidos a um receptor irradiado 
que, em seguida, é reforçado pelo mesmo antígeno, respondem 
com a produção rápida e intensa de anticorpos, que caracteriza 
a resposta imune secundária (Figura 2.14 a e d). De modo a 
excluir a possibilidade de que a primeira injeção do antígeno 
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Figura 2.12 Bases celulares da produção das células efetoras e de memória por seleção clonal depois do contato inicial 
com o antígeno. (a) O linfócito (célula B ou T) é selecionado pelo antígeno e é ativado. (b) Em seguida, a célula divide-se 
repetidamente (proliferação clonal) e a progênie origina uma população ampliada de células específicas para o antígeno. (c) Uma 
parte da progênie dos linfócitos originais reativos ao antígeno transforma-se em células de memória, enquanto outras se 
diferenciam em células efetoras. No caso dos linfócitos B, as células efetoras são os plasmócitos (PC) secretores de anticorpos, 
enquanto as células efetoras dos linfócitos T podem ser células T auxiliares (Th), citotóxicas (Tc) ou reguladoras (Tr). 


~ — 


= r + 
0 10 20 30 |. 60 70 80 90 


Dias 


Resposta primária Resposta secundária 
Y Primeiro contato com o Y Contato subsequente com 
organismo, seja por uma o mesmo microrganismo 
4 infecção seguida de doença 
T ou preferencialmente 
a por uma vacina inócua 
2 
gs 
Es 
£8 
a3 
ge 
a 
3 
s 


Figura 2.13 Respostas primária e secundária. O 
primeiro contato com um antígeno (p. ex., um microrga- 
nismo patogênico) desencadeia a resposta imune 
primária, que é muito lenta porque é necessário algum 
tempo para que os linfócitos virgens (naive) proliferem em 
quantidades suficientes. A resposta não é muito intensa e 
desaparece depois de um intervalo relativamente curto. 
Com o contato subsequente com o mesmo antígeno, a 
resposta é muito mais rápida e intensa. As células de 
memória formadas durante a resposta primária são 
quantitativa e qualitativamente superiores aos linfócitos 
virgens e necessitam de menos ciclos de divisão celular 
para formar as células efetoras. A formação das células 
de memória constitui a base da imunização (vacinação), 
na qual a resposta imune é ampliada por uma versão 
relativamente inócua do antígeno microbiano, de maneira 
que o sistema imune comece imediatamente a produzir 


A resposta é muito fraca 
e dura pouco, mas há formação 
dos linfócitos B e T de memória 


Os linfócitos B e T de memória 
conferem proteção muito mais 
rápida e eficaz 


uma resposta imune secundária depois do primeiro 
contato com o patógeno real. 


produza um efeito estimulador inespecífico nos linfócitos, os 
animais de controle “marcados com X” são reforçados com a 
injeção de um antígeno diferente do que foi aplicado na pri- 
meira injeção. Nesses animais de controle, apenas as respostas 


primárias a um dos antígenos são observadas (Figura 2.14 b e 
c). Explicamos detalhadamente a concepção desse experimento 
para chamar a atenção para a necessidade de selecionar cuida- 
dosamente os controles. 
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Figura 2.14 A memória para 
uma resposta primaria pode 
ser transferida pelos pequenos 
linfócitos. Os animais 
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A resposta mais intensa produzida por uma população de 
linfócitos estimulados pode ser atribuída principalmente à 
ampliação do número de células que podem ser estimuladas 
pelo mesmo antígeno (Figura 2.12), embora, como veremos 
adiante, também existam algumas diferenças qualitativas 
nessas células de memória (veja as pp. 263-7). 


A imunidade adquirida tem 
especificidade antigênica 


Discriminação dos diferentes tipos de antígeno 


O desenvolvimento da imunidade (ou memória) em um 
microrganismo não confere proteção contra outro patógeno 
diferente. Depois de um episódio de sarampo, adquirimos 
imunidade à infecção subsequente, mas ainda somos suscetí- 
veis aos outros vírus, incluindo os vírus da varicela ou da 
caxumba. A imunidade adquirida tem especificidade e o 
sistema imune consegue diferenciar claramente entre dois 
microrganismos. A Figura 2.14 ilustra uma demonstração 
experimental mais formal dessa capacidade discriminativa: a 
exposição ao toxoide tetânico ativou a memória para esse 
antígeno, mas não para a hemaglutinina do vírus influenza e 
vice-versa. 

O mecanismo dessa discriminação é a capacidade de reco- 
nhecer os diferentes antígenos pelas diferentes regiões das 
moléculas do anticorpo; os anticorpos que reagem com o 
toxoide tetânico não se ligam ao vírus influenza e, mutatis 
mutandis, como dizem, o anticorpo anti-influenza não reco- 
nhece o toxoide. 


Discriminação entre próprio e não próprio 


Essa capacidade de reconhecer um antígeno e diferenciá-lo 
dos outros também se aplica às outras situações. O indivi- 
duo também precisa ser capaz de reconhecer o que é estra- 
nho (i. e., o que “não é próprio”). A impossibilidade de 
diferenciar entre o próprio e o não próprio (estranho) 
poderia resultar na síntese de anticorpos contra os compo- 
nentes do próprio organismo (autoanticorpos), que pode- 
riam ser extremamente deletérios. Em bases unicamente 
teóricas, Burnet e Fenner entendiam que o organismo pre- 
cisava desenvolver algum mecanismo que lhe permitisse 
diferenciar entre o que é “próprio” e “não próprio” e postu- 
laram que os componentes corporais circulantes que conse- 
guissem alcançar o sistema linfoide em desenvolvimento 
durante o período perinatal poderiam, de algum modo, ser 
“reconhecidos” como “próprios”. Assim, seria adquirido um 
estado de insensibilidade ou tolerância permanente, de 
maneira que, quando o indivíduo alcançasse a maturidade 
imunológica, normalmente não seria capaz de reagir aos 
componentes “próprios”. Burnet argumentou que, se depois 
da seleção clonal cada grupo de linfócitos produzisse seu 
próprio anticorpo específico, essas células programadas para 
expressar anticorpos reativos contra os componentes “pró- 
prios” circulantes poderiam ser colocadas em um estado de 
insensibilidade, sem afetar outros linfócitos específicos para 
os antígenos estranhos. Em outras palavras, os linfócitos 
autorreativos poderiam ser seletivamente suprimidos (ou 
tornados tolerantes), sem comprometer a capacidade de o 
hospedeiro reagir imunologicamente aos agentes infecciosos. 
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Como está descrito no Capítulo 11, essas previsões foram 
amplamente confirmadas, mas veremos adiante que, à 
medida que novos linfócitos se diferenciem ao longo de toda 
a vida, todos passarão por esse processo de triagem para 
desenvolver autotolerância. Entretanto, a autotolerância não 
é absoluta e todos nós temos linfócitos autorreativos poten- 
cialmente perigosos, mas normalmente inócuos. 


A vacinação depende 
da memória adquirida 


Há cerca de 200 anos, Edward Jenner realizou os estudos 
memoráveis que marcaram o início da imunologia como uma 
disciplina sistemática. Quando observava a pele sem lesões de 
varíola das belas ordenhadoras de vacas, Jenner raciocinou 
que a exposição intencional ao vírus da varíola bovina, que 
não é virulento aos seres humanos, poderia conferir proteção 
contra o microrganismo semelhante que causava a doença 
humana. Ele, então, inoculou um menininho com o material 
das lesões da varíola bovina e ficou encantado e provavel- 
mente aliviado ao constatar que o menino estava protegido 
contra a exposição subsequente à varíola (o que os modernos 
comitês de ética teriam dito sobre isto?!). Com a injeção de 
uma forma inofensiva do microrganismo, Jenner utilizou a 
especificidade e a memória da resposta imune adquirida para 
lançar os fundamentos da vacinação moderna (do latim 
vacca, vaca). 

A estratégia básica é preparar uma forma inócua do 
agente infeccioso ou da sua toxina, que ainda conserve 
quantidades expressivas dos antígenos responsáveis pelo 
desenvolvimento das células de memória e pela imunidade 
protetora (Figura 2.13). Esse procedimento pode ser reali- 
zado com microrganismos mortos ou vivos e€ atenuados, 
componentes microbianos purificados, ou antígenos modi- 
ficados quimicamente. 


A imunidade celular protege contra 
microrganismos intracelulares 


O termo imunidade celular é usado para descrever as res- 
postas das células T, principalmente no que se refere à 
capacidade que algumas células T auxiliares têm de ativar os 
macrófagos e que os linfócitos T citotóxicos têm de destruir 
diretamente as células infectadas. Muitos microrganismos 
vivem dentro das células do hospedeiro, onde se encontram 
fora do alcance dos anticorpos humorais. Os parasitos intra- 
celulares obrigatórios como os vírus precisam replicar-se 
dentro das células; os parasitos intracelulares facultativos 
como Mycobacterium e Leishmania conseguem replicar-se 
dentro das células (principalmente macrófagos), mas não 
precisam fazer isso; eles preferem a vida intracelular porque 
isso lhes confere proteção. As células T são especializadas em 
lidar com as células infectadas por microrganismos intrace- 
lulares. O receptor da célula T (TCR, do inglês, T-cell 
receptor) para antígenos, que é diferente da molécula de 
anticorpo usado pelos linfócitos B, não reconhece direta- 


mente o antígeno intacto. Em vez disso, ele reconhece o 
antígeno que primeiro foi processado pela célula na qual 
está localizado e, em seguida, foi apresentado à célula T. 
Esse mecanismo muito mais elaborado exigido para o reco- 
nhecimento dos antígenos é necessário para que a célula T 
“veja” os antígenos ligados à outra célula, em vez dos antí- 
genos que não estão ligados às células (inclusive bactérias 
extracelulares) e podem ser anulados pelos anticorpos. Os 
antígenos proteicos presentes dentro das células são “masti- 
gados” pelas proteases intracelulares, que formam peptídios 
curtos. Em seguida, esses peptídios precisam ser levados à 
superfície celular de modo que sejam reconhecidos pelo 
TCR existente nas células T. É altamente improvável que, 
se estivessem desacompanhados, os peptídios conseguissem 
permanecer na superfície celular. Sem uma sequência trans- 
membrana, eles simplesmente se desprenderiam da célula e 
flutuariam livremente — o que não facilitaria muito a iden- 
tificação das células infectadas pelos linfócitos T. Um grupo 
importante de moléculas conhecidas como complexo de 
histocompatibilidade principal (MHC, do inglês, major 
histocompatibility complex), identificado originalmente por 
sua capacidade de desencadear reações intensas nos trans- 
plantes colocados em outros membros da mesma espécie, 
desempenha a função de transportar os peptidios à superfi- 
cie celular e, em seguida, apresentá-los aos TCR das células 
T. Desse modo, a maioria das células T reconhece peptídio 
+ MHC, ao contrário do antígeno “original” reconhecido 
pelas células B. 

Em geral, as células T citotóxicas reconhecem peptídios 
apresentados pelas moléculas do MHC classe I, que estão 
presentes em quase todas as células nucleadas do corpo. Por 
outro lado, os linfócitos T auxiliares e reguladores geral- 
mente reconhecem peptídios apresentados pelas moléculas 
do MHC classe II que, além das moléculas do MHC classe 
I, estão presentes nas chamadas “células apresentadoras de 
antígenos profissionais”: as células dendríticas interdigita- 
das, os macrófagos e os linfócitos B. As células T virgens 
(naive), ou seja, que ainda não encontraram seu antígeno 
correspondente, precisam ser apresentadas ao antígeno pep- 
tídico e ao MHC pelas células dendríticas interdigitadas 
(Figuras 2.7f e 7.16), antes que possam ser iniciadas nos 
ritos da resposta primária. Entretanto, depois desse pro- 
cesso, as células T são ativadas pelo antígeno peptídico e 
pelo MHC presentes na superfície dos macrófagos (ou das 
células B), conforme veremos adiante. 


As células T que produzem citocinas ajudam 
os macrófagos a destruir 
os parasitos intracelulares 


Os microrganismos que conseguem sobreviver dentro dos 
macrófagos possuem a capacidade de subverter os mecanis- 
mos microbicidas inatos dos fagócitos. No entanto, a 
maioria não consegue impedir que o macrófago processe os 
pequenos fragmentos antigênicos (possivelmente, de outros 
microrganismos que morreram espontaneamente) e colo- 
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Figura 2.15 Destruição 
intracelular dos microrganis- 
mos pelos macrófagos. (1) O 
peptídio antigênico ($) derivado 
dos micróbios intracelulares é 
combinado e forma complexos 
com as moléculas do MHC 
classe Il da superfície celular 
(Er). (2) A célula T auxiliar 
“estimulada” liga-se ao 
complexo MHC-peptídio 
utilizando seu receptor de 
célula T (TCR) e é estimulada a 
secretar a citocina y-interferon 
(IFNy). Esse processo ativa os 
mecanismos microbicidas do 


macrófago. (3) Dentro de 
pouco tempo, o agente 


infeccioso morre. microrganismos intracelulares 
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quem-nos na superfície da célula do hospedeiro. A subpopu- 
lação de linfócitos T conhecidos como células auxiliares, 
quando é estimulada por determinado antígeno, reconhece 
e liga-se ao complexo formado pelo antígeno ligado às molé- 
culas do MHC classe II presente na superfície do macró- 
fago e produz vários fatores solúveis conhecidos como 
citocinas, que incluem interleucinas como a IL-2 e outras 
(p. 237). Citocinas diferentes podem ser produzidas pelos 
diversos tipos de células e, em geral, atuam a uma curta 
distância das células adjacentes. Algumas citocinas liberadas 
pelas células T ajudam os linfócitos B a produzir anticorpos, 
enquanto outras como o y-interferon (IFNy) atuam como 
fatores ativadores dos macrófagos, que ativam os mecanis- 
mos microbicidas que foram subvertidos nos macrófagos 
e provocam a morte dos microrganismos intracelulares 
(Figura 2.15). 


As células infectadas por vírus podem ser 
destruídas pelos linfócitos T citotóxicos 
e pela ADCC 


No capítulo anterior, descrevemos a vantagem conferida ao 
hospedeiro pela destruição das células infectadas por vírus 
antes que os microrganismos comecem a replicar-se e vimos 
que as células NK (p. 26) podem desempenhar uma função 
citotóxica por meio dos seus receptores ativadores NK 
(Figura 2.16a e Tabela 4.3). Intrinsecamente, esses recepto- 
res dispõem de uma gama exígua de especificidades. 
Contudo, as células NK também possuem receptores para a 
região constante (Fc) da molécula de anticorpo (conforme 
descrito antes com referência às células fagocitárias, p. 38). 
Essa condição amplia enormemente a faixa de alvos poten- 
ciais reconhecidos por essas células, porque os receptores 
Fc conseguem reconhecer anticorpos específicos contra o 
vírus, que recobrem a célula-alvo quando há antígenos virais 


peptidio adquirida 


(b) Adquirida 


Figura 2.16 Destruição das células infectadas por vírus. 
(a) A destruição das células infectadas pelas células natural 
killer (NK) da resposta inata pode ocorrer depois do seu 
reconhecimento pelos receptores ativadores NK. (b) As 
células T citotóxicas da resposta adquirida reconhecem 
diretamente a célula-alvo infectada porque o TCR detecta 
peptídios derivados dos vírus e apresentados pelas 
moléculas do MHC classe |. (c) Além do reconhecimento 
direto por seus receptores ativadores microbicidas, as células 
NK possuem receptores Fc e, desse modo, podem 
reconhecer quaisquer anticorpos que estejam ligados a 
quaisquer antígenos virais intactos presentes na superfície 
das células infectadas. Portanto, esse é um exemplo de 
cooperação das respostas imunes inatas e adquiridas para 
combater o inimigo e, neste caso, o processo é conhecido 
como citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). 
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intactos na superficie da célula infectada. Desse modo, os 
anticorpos colocam a célula NK em contato direto com 
a célula-alvo funcionando como uma ponte, enquanto a 
célula NK ativada pelas moléculas do anticorpo acoplado 
consegue destruir as células infectadas por virus por seus 
mecanismos extracelulares (Figura 2.16c). Esse sistema é 
conhecido como citotoxicidade celular dependente de 
anticorpo (ADCC, do inglês, antibody-dependent cellular 
cytotoxicity). 

Por outro lado, também há um subgrupo de células T 
com potencial citotóxico. Como acontece com os linfóci- 
tos T auxiliares, essas células dispõem de uma gama ampla 
de especificidades antigênicas porque são resultantes da 
expressão clonal de grande número de TCR diferentes, que 
são semelhantes, mas não idênticos, ao anticorpo de super- 
ficie dos linfócitos B. Também nesse caso, cada linfócito está 
programado para produzir apenas um receptor e, como 
também ocorre com a célula T auxiliar, reconhece fragmen- 
tos dos antígenos proteicos (peptídios) combinados com um 
marcador celular, nesse caso, a molécula do MHC classe I 
(Figura 2.16b). Por meio desse reconhecimento do antígeno 
de superfície, a célula citotóxica estabelece um contato 
íntimo com seu alvo e aplica o “beijo da morte por apop- 
tose”. Essa célula também libera IFNy, que poderia ajudar 
a reduzir a disseminação do vírus para as células adjacentes, 
principalmente quando o próprio vírus pode ser um indutor 
fraco da síntese de IFNa ou B. 

Por mecanismos praticamente idênticos aos da célula B, 
as células T são selecionadas e ativadas por combinação com 
um antígeno, sua população aumenta por proliferação clonal 
e as células sofrem maturação e transformam-se em linfócitos 
T auxiliares, efetores citotóxicos ou reguladores, além de 
formar uma população mais numerosa de células de memória 
(Figura 2.12). 

Desse modo, as células B e T conferem imunidade 
adquirida específica por vários mecanismos que, na maioria 
dos casos, atuam de forma a ampliar a faixa de eficácia da 
imunidade inata e conferir a vantagem valiosa de que a 
primeira infecção nos prepara para resistir ao contato sub- 
sequente com o mesmo microrganismo. À característica que 
define a resposta adquirida é que ela é mediada pelos linfó- 
citos que, ao contrário das células do sistema imune inato, 
são altamente específicos para cada antígeno e conferem 
memória imunológica. Entretanto, nessa altura, é impor- 
tante mencionar dois pontos importantes. Primeiro, as res- 
postas inatas e adquiridas geralmente atuam conjuntamente 
para combater o patógeno e, em segundo lugar, esses dois 
sistemas se mesclam porque alguns tipos celulares possuem 
características que permitem os dois tipos de resposta. 


Imunopatologia 


O sistema imune certamente é uma “boa coisa”, mas, como 
também ocorre com os exércitos mercenários, pode voltar-se 
contra o hospedeiro e agredi-lo (Figura 2.17). 

Desse modo, quando ocorre uma resposta especialmente 
exacerbada ou exposição persistente aos antígenos exógenos, 
o resultado pode ser lesão tecidual ou reações de hipersensi- 
bilidade. Alguns exemplos são alergias ao pólen das gramas, 
glomerulonefrite por imunocomplexo depois de uma infec- 
ção estreptocócica e granulomas crônicos causados pela tuber- 
culose ou esquistossomose. 

Em outros casos, as respostas aos autoantígenos podem 
ser atribuídas a uma anormalidade nos mecanismos que con- 
trolam a autotolerância, e várias doenças autoimunes, tais 
como diabetes melito (DM) tipo I (insulinodependente) e 
esclerose múltipla e muitas doenças reumáticas, podem ser 
causadas por mecanismos autoimunes. 

Outra reação imunopatológica potencialmente significa- 
tiva é a rejeição do transplante, na qual os antígenos do 
MHC presentes no enxerto do doador podem desencadear 
uma reação violenta. 


Antígeno 
inócuo © 


Transplante 


Figura 2.17 As respostas imunes inadequadas podem 
causar reações deletérias, tais como respostas de 
hipersensibilidade aos antígenos inalatórios inócuos 
(alergênios), destruição dos tecidos do hospedeiro por 
mecanismos autoimunes e rejeição dos tecidos 
transplantados. 


Antigeno 

E Os antígenos reconhecidos pelo sistema imune 
podem ser proteínas, carboidratos, lipídios ou 
muitos outros tipos de moléculas. 

m Os antígenos têm configurações complementares 
aos receptores de antígenos das células do 
sistema imune e às moléculas dos anticorpos 
secretados. 

m Os componentes dos agentes estranhos e também 
os constituintes do nosso próprio corpo podem 
atuar com antígenos. 


Anticorpo, a molécula de reconhecimento dos 

antígenos específicos 

m A molécula de anticorpo evoluiu de forma a fixar 
os microrganismos e atrair outros componentes da 
resposta imune ao agente infeccioso. 

E O anticorpo liga-se ao antígeno por sua região de 
reconhecimento específico e as regiões constantes 
de sua estrutura ativam o complemento pela via 
clássica (ligação do C1 e formação da convertase 
C4b2a para decompor o C3) e os fagócitos por 
meio dos seus receptores Fc. 

E Esse mecanismo da reação inflamatória aguda é 
potencializado pelos anticorpos IgE que 
sensibilizam os mastócitos e pelos 
imunocomplexos que estimulam a liberação dos 
mediadores pelos macrófagos teciduais 
(Figura 2.18). 


Figura 2.18 Produção de uma 
reação inflamatória aguda 
protetora pelos micróbios: (i) por 
lesão tecidual (p. ex., toxina 
bacteriana) ou ativação direta da 
via alternativa ou da lectina de 
ativação do complemento; ou 

(ii) pela ativação da via clássica do 
complemento dependente de 
anticorpo ou por desgranulação 
dos mastócitos (neste caso, por 
uma classe especial de anticorpo: 
IgE). 
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E A reação imune inata da lectina de ligação da 
manose com os micróbios ativa as proteases 
MASP-1 e MASP-2, que se reúnem à via clássica 
de ativação do complemento por clivagem do C4 e 
do C2. 


Bases celulares da produção de anticorpos 

m Os anticorpos são secretados pelos plasmócitos 
originados dos linfócitos B e cada um está 
programado para produzir anticorpos de uma 
única especificidade, que está presente na 
superfície celular na forma de um receptor de 
antígenos. 

E O antígeno liga-se à célula B que possui um 
anticorpo complementar, provoca sua ativação e 
estimula a proliferação clonal e, por fim, a 
diferenciação em plasmócitos secretores de 
anticorpos e células B de memória. Desse modo, o 
antígeno desencadeia a seleção clonal das células 
que produzem anticorpo contra esse antígeno 
específico. 


Memória adquirida e vacinação 

E O aumento das células de memória depois da 
estimulação significa que a resposta secundária 
adquirida é mais rápida e intensa, estabelecendo 
as bases da vacinação utilizando uma forma 
inócua do agente infeccioso como estímulo inicial. 


Vaso sanguíneo 
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A imunidade adquirida tem especificidade 

antigénica 

E Os anticorpos diferenciam os antígenos porque o 
reconhecimento baseia-se na complementaridade 
das configurações moleculares. Desse modo, a 
memória induzida por um antígeno não se estende 
a outro antígeno diferente. 

m O sistema imune diferencia os componentes 
próprios dos antígenos estranhos produzindo 
linfócitos autorreativos imaturos, que não 
respondem ao contato com as moléculas do 
hospedeiro presentes constantemente; os linfócitos 
que reagem aos antígenos estranhos não são 
afetados (tendo em vista que a infecção 
geralmente é um evento transitório) porque 
normalmente entram em contato apenas depois 
que alcançam a maturidade. 


A imunidade celular protege contra os microrga- 

nismos intracelulares 

E Outro grupo de linfócitos — as células T — 
dedica-se a controlar as infecções intracelulares. 
Como também ocorre com as células B, cada 
linfócito T possui seu receptor de antígeno 
específico (o TCR, cuja estrutura é diferente do 
anticorpo) que reconhece o antígeno, e em 


seguida a célula sofre expansão clonal para formar 
células efetoras e de memória que conferem 
imunidade adquirida específica. 

A célula T reconhece antígenos processados em 
associação com as moléculas do MHC. As células 
T virgens (naive) são estimuladas a desenvolver 
uma resposta primária apenas pelas células 
dendríticas apresentadoras de antígenos. 

As células T auxiliares estimuladas detectam o 
antígeno na forma de peptídios ligados ao MHC 
classe Il da superfície das células apresentadoras 
de antígenos profissionais (células dendríticas, 
macrófagos e linfócitos B), liberam citocinas que 
em alguns casos podem ajudar os linfócitos B a 
produzir anticorpos e, em outros casos, a ativar os 
macrófagos para destruírem os parasitos 
intracelulares. 

As células T citotóxicas possuem a capacidade de 
reconhecer peptídios antigênicos específicos 
combinados com moléculas do MHC classe | da 
superfície das células infectadas por vírus. Em 
seguida, essas células são destruídas para evitar a 
replicação do vírus. As células T também liberam 
y-interferon, que consegue tornar as células 
circundantes resistentes à disseminação viral 
(Figura 2.19). 
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Figura 2.19 As células T ligam-se ao sistema imune inato para resistir à infecção intracelular. As moléculas de 
histocompatibilidade principal (MHC) classe | (&') e classe Il (7) são importantes para o reconhecimento dos antígenos pelos 
linfócitos T. As células T auxiliares (Th) cooperam com o desenvolvimento das células T citotóxicas (Tc) a partir dos 
precursores. Os mecanismos microbicidas do macréfago (M®) são ativados pelas citocinas ativadoras dos macrófagos. 

O interferon inibe a replicação viral e estimula as células natural killer (NK) que, juntamente com a Tc, destroem as células 
infectadas por vírus. 


E As células NK do sistema imune inato podem atuar 
em conjunto com os anticorpos da resposta imune 
adquirida reconhecendo as células infectadas por 
vírus e recobertas por anticorpos por meio dos 
seus receptores Fcy. Em seguida, a célula-alvo é 
destruída por ADCC. 

m Embora os mecanismos inatos não aumentem 
com as exposições repetidas à infecção, como 
ocorre com a imunidade adquirida, eles 
desempenham um papel fundamental porque 
estão diretamente relacionados com as respostas 
adquiridas por duas vias diferentes, que 
praticamente englobam toda a imunologia. 
Anticorpo, complemento e leucócitos polimorfonu- 
cleares (neutrófilos, eosinófilos, basófilos e 
mastócitos) conferem proteção contra a maioria 
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dos microrganismos extracelulares, enquanto os 
linfócitos T, as citocinas solúveis, as células 
dendríticas, os macrófagos e as células NK 
combatem as infecções intracelulares 

(Figura 2.20). 


Imunopatologia 

E A lesão dos tecidos do hospedeiro mediada por 
mecanismos imunopatológicos pode ocorrer em 
consequência de: 

E reações de hipersensibilidade inadequada aos 
antígenos exógenos; 

E perda de tolerância aos componentes próprios, 
resultando em doenças autoimunes; 

E reação aos enxertos estranhos. 


Figura 2.20 Duas vias que 
interligam as respostas imunes 
inatas e adquiridas e 
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Para lembrar 


De modo a resistir aos ataques violentos de inúmeros patógenos, os seres 
humanos desenvolveram mecanismos genéticos de defesa (imunidade inata) 
e mecanismos específicos para determinados agentes patogênicos 
(imunidade adaptativa ou adquirida específica). Como o nome sugere, esses 
últimos mecanismos podem ser adquiridos e aperfeiçoados pelo contato 
com patógenos ou pela imunização. Os anticorpos e as células T são os 
principais atores da imunidade específica. Neste capítulo, estudaremos os 
anticorpos com mais detalhes. 


Introdução 


Em essência, as moléculas de anticorpo desempenham duas funções 
principais na defesa imune. A primeira função é reconhecer e ligar-se ao 
material estranho (antígeno). Em geral, isso implica ligar-se às estruturas 
moleculares existentes na superfície do material estranho (determinantes 
antigênicos), que diferem das estruturas moleculares produzidas pelas 
células do hospedeiro. Esses determinantes antigênicos geralmente estão 
expressos em várias cópias no material estranho (p. ex., proteínas ou 
carboidratos da superfície da célula bacteriana ou espículas do envoltório 
viral). Os anticorpos de um único indivíduo podem reconhecer inúmeras 
estruturas moleculares diferentes — o ser humano é capaz de produzir 
anticorpos contra bilhões de estruturas moleculares diferentes. Isso é 
conhecido como diversidade de anticorpos e é necessário para responder à 
grande variedade de estruturas moleculares associadas aos patógenos (em 
geral, altamente mutáveis). 


Introdução (continuação) 
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A simples ligação do anticorpo pode ser suficiente para inativar um patógeno ou tornar uma toxina inofensiva. 
Por exemplo, os anticorpos que recobrem um vírus podem impedir sua entrada nas células e, desse modo, 
“neutralizar” o microrganismo. Entretanto, em muitos casos, a molécula de anticorpo desempenha uma 
segunda função, ou seja, estimular a eliminação do material estranho. Em bases moleculares, isso consiste na 
ligação de algumas moléculas (moléculas efetoras) ao material estranho recoberto por anticorpos de modo a 
ativar mecanismos complexos de eliminação (p. ex., proteínas do sistema complemento, fagocitose pelas 
células imunes do hospedeiro [neutrófilos e macrófagos] e citotoxicidade celular dependente de anticorpo 
[ADCC, do inglês, antibody-dependent cellular cytotoxicity] pelas células NK). Em geral, os sistemas efetores 
potentes são estimulados apenas pelas moléculas de anticorpo reunidas na superfície da célula estranha e não 
pelos anticorpos livres (que não estão acoplados aos ligantes). Isso é crucial quando se consideram as 


concentrações séricas geralmente altas dos anticorpos. 


A divisão do trabalho 


Até certo ponto, os requisitos necessários ao desempenho das 
duas funções da molécula de anticorpo são excludentes. A 
primeira função requer ampla diversidade de anticorpos. A 
segunda função depende de que muitas moléculas de anti- 
corpo diferentes tenham em comum determinados elemen- 
tos, ou seja, não seria prático para a Natureza criar uma 
solução molecular diferente para o problema de eliminar 
antígenos por meio de uma molécula de anticorpo diferente 
para cada antígeno. Os requisitos conflitantes são inteligen- 


Ligação ao antígeno 


Ligação ao antígeno 


Funções efetoras 

(p. ex., ativação do 
complemento, ligação 
ao receptor celular) 


Figura 3.1 Desenho geral simplificado da molécula de 
anticorpo. A estrutura consiste em quatro cadeias 
polipeptídicas: duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves 
(L) idênticas dispostas de modo a constituir as três unidades 
estruturais ilustradas. As duas unidades Fab idênticas ligam-se 
ao antígeno, enquanto a terceira unidade (Fc) liga-se às 
moléculas efetoras para estimular a eliminação do antígeno e 
mediar funções como o transporte materno-fetal. 


temente atendidos pela estrutura do anticorpo ilustrado 
esquematicamente na Figura 3.1. O anticorpo consiste em 
três unidades. Duas unidades são idênticas entre si e partici- 
pam da ligação ao antígeno — os segmentos Fab (fragmento 
de ligação ao antígeno) da molécula. Essas unidades contêm 
regiões sequenciais extremamente variáveis para cada antí- 
geno e conferem a determinado anticorpo sua especificidade 
de ligação singular. A existência de dois segmentos Fab idên- 
ticos facilita a ligação do anticorpo ao antígeno na situação 
típica em que várias cópias dos determinantes antigênicos 
estão presentes no material estranho. A terceira unidade — Fe 
(fragmento cristalizável) — participa da ligação às moléculas 
efetoras. Como se pode observar na Figura 3.1, a molécula 
de anticorpo é formada por quatro cadeias: duas cadeias 
pesadas idênticas que constituem os fragmentos Fab e Fc e 
duas cadeias leves iguais associadas apenas ao Fab. Uma série 
de experiências resumidas no Marco histórico 3.1 revelou a 
relação entre a ligação ao antígeno, as diferentes unidades e a 
estrutura da molécula do anticorpo. 


As cinco classes das imunoglobulinas 


Os anticorpos são conhecidos comumente como imunoglo- 
bulinas (proteínas imunes). Existem cinco classes de anticor- 
pos ou imunoglobulinas, que são descritas como imuno- 
globulina G (IgG), IgM, IgA, IgD e IgE. Todas essas classes 
possuem a estrutura básica de quatro cadeias do anticorpo, 
mas diferem quanto às suas cadeias pesadas denominadas y, 
H, a, Ô e £, respectivamente. As diferenças são mais marcantes 
nas regiões Fc das classes das imunoglobulinas e resultam na 
ativação de diferentes funções efetoras depois da ligação ao 
antígeno; por exemplo, o reconhecimento do antígeno pela 
IgM poderia resultar na ativação do complemento, enquanto 
o reconhecimento pela IgE (possivelmente do mesmo antí- 
geno) poderia causar desgranulação dos mastócitos e anafilaxia 
(aumento da permeabilidade vascular e contração da muscu- 
latura lisa). Essas diferenças estão descritas com mais detalhes 
adiante. Como se pode observar na Figura 3.1, as diferen- 
ças estruturais também explicam as diferenças do estado de 
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Marco histórico 3.1 Es 


ra de quatro cadeias polipeptídicas dos monômeros 


de imunoglobulina 


Estudos iniciais demonstraram que a maior parte da 
atividade dos anticorpos séricos estava localizada na fração 
eletroforética lenta conhecida como gamaglobulina (depois 
denominada imunoglobulina). Os anticorpos mais 
abundantes eram divalentes, ou seja, tinham dois 
segmentos para ligação aos antígenos e, por essa razão, 
poderiam formar um complexo precipitante (veja a 

Figura 6.24). 

Aos cientistas Rodney Porter e Gerald Edelman cabe o 
mérito de desvendar os segredos da estrutura básica da 
molécula de imunoglobulina. Quando as ligações 
dissulfidricas internas são reduzidas, as cadeias 
polipeptídicas constituintes ainda se articulam por meio de 
atrações não covalentes fortes. Entretanto, quando a 
molécula reduzida é colocada em determinadas condições 
de acidez, essas forças de atração são perdidas porque as 
duas cadeias tornam-se carregadas positivamente e, então, 
podem ser separadas por filtração em gel em suas cadeias 
pesadas maiores, com cerca de 55.000 Da (no caso da IgG, 


da IgA e da IgD) ou 70.000 Da (IgM e IgE), e suas cadeias 
leves menores, com cerca de 24.000 Da. 

Os indícios quanto à maneira como as cadeias são 
reunidas para formar a molécula de IgG foram obtidos pela 
clivagem seletiva utilizando enzimas proteolíticas. A papaína 
anulava a potência precipitante da molécula intacta, mas 
produzia dois fragmentos Fab univalentes, que ainda eram 
capazes de ligar-se ao antígeno (Fab — fragmento de 
ligação ao antígeno); o fragmento restante não tinha 
qualquer afinidade por antígeno e foi designado como Fc 
(fragmento cristalizável) por Porter. Depois da digestão pela 
pepsina, os pesquisadores isolaram uma molécula 
conhecida como F(ab’)2, que ainda era capaz de precipitar 
antígenos e, desse modo, conservava as regiões de ligação, 
mas a porção Fc era decomposta ainda mais. A 
Figura M3.1.1 descreve claramente as bases estruturais 
dessas observações. Em essência, com alterações mínimas, 
todas as moléculas de imunoglobulina são constituídas por 
uma ou mais unidades básicas da estrutura de quatro 
cadeias. 
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Figura M3.1.1 A unidade basica do anticorpo (a figura ilustra a IgG), constituida de duas cadeias pesadas e duas 
cadeias leves idênticas reunidas por ligações dissulfídricas entre as cadeias (a), pode ser decomposta em suas cadeias 
polipeptidicas constituintes e em fragmentos proteolíticos: a F(ab’). formada pela ação da pepsina conserva duas regiões de 
ligação ao antígeno (c), enquanto a ação da papaina resulta na formação do Fab com uma região de ligação (b). Depois da 
digestão pela pepsina, o fragmento pFc' (que representa a metade C-terminal da região Fc) é formado e reunido por ligações 
não covalentes. A porção da cadeia pesada do fragmento Fab está representada pelo símbolo Fd. O resíduo N-terminal está 
situado à esquerda de cada cadeia. 


Figura 3.2 Estrutura de quatro cadeias da IgG. 

(a) Representação linear. Ligações dissulfídricas interligam as 
duas cadeias pesadas e as cadeias leves e pesadas. A figura 
também ilustra a disposição regular das ligações dissulfídricas 
dentro das cadeias, assim como os fragmentos formados pela 
clivagem proteolítica nos pontos assinalados. (b) Representação 
dos domínios. Cada cadeia pesada (sombreada em escuro) é 
dobrada em dois domínios nos segmentos Fab, forma uma 
região de cadeia polipeptídica estendida na dobradiça e, em 
seguida, dobra-se em dois domínios na região Fc. A cadeia leve 
forma dois domínios associados apenas a um segmento Fab. 
O pareamento dos domínios possibilita a interação mais direta 
entre as cadeias pesadas e leves dos segmentos Fab, que é 
reforçada por uma ligação dissulfídrica. As duas cadeias 
pesadas são reunidas por ligações dissulfídricas na dobradiça 
(o número de ligações depende da subclasse de IgG) e 
possibilitam a interação direta dos dois domínios nas 
terminações carboxílicas. (c) Nomenclatura dos domínios. 

A cadeia pesada é formada pelos domínios Vw, C41, C42 e C,,3. 
A cadeia leve é formada pelos domínios V, e C,. Todos os 
dominios são pareados, exceto os domínios C,2, que têm duas 
cadeias de carboidratos N-terminais ramificados interpostos 
entre eles. Cada domínio tem peso molecular de cerca de 
12.000, resultando nos pesos moleculares de cerca de 

50.000 para o Fc e Fab e de 150.000 para a molécula completa 
de IgG. O reconhecimento dos antígenos envolve moléculas 
dos domínios Vw e V., a ativação do complemento depende do 
domínio C,2, a ligação ao receptor Fc dos leucócitos utiliza o 
domínio C,2 e o receptor Fc neonatal utiliza os dominios CH, e 
C3 (veja o texto). (Adaptada de Burton D.R. Structure and 
function of antibodies (1987). In: New Comprehensive 
Biochemistry, Vol. 17: Molecular Genetics of Immunoglobulin. F. 
Calabi & M.S. Neuberger [eds.]. Elsevier, pp. 1-50.) 


polimerização de cada monômero. Desse modo, a IgG e a IgE 
geralmente são monoméricas, enquanto a IgM é um pentá- 
mero. A IgA é encontrada predominantemente como um 
monômero no soro e um dímero nas secreções seromucosas. 

A principal classe de anticorpo presente no soro é IgG e, 
como este é o anticorpo mais bem definido em termos de 
estrutura e função, ele está descrito primeiramente a seguir. 
As outras classes de anticorpo estão descritas em comparação 


com a IgG. 


A molécula de IgG 


Na IgG, os fragmentos Fab estão ligados ao Fc por uma região 
estendida de cadeia polipeptídica conhecida como dobradiça. 
Essa região tende a ficar exposta e é suscetível ao ataque das 
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proteases que clivam a molécula em suas diferentes unidades 
funcionais dispostas para formar a estrutura molecular de 
quatro cadeias (Marco Histórico 3.1). Essa estrutura está 
representada mais detalhadamente na Figura 3.2a. Existem 
dois tipos de cadeias leves: kappa (K) e lambda (A). Nos seres 
humanos, as cadeias K são até certo ponto mais prevalentes 
que as cadeias À; nos camundongos, estas últimas são raras. 
As cadeias pesadas também podem ser agrupadas em diferen- 
tes formas ou subclasses, cujo número depende da espécie em 
consideração. Nos seres humanos, existem quatro subclasses 
de cadeias pesadas designadas como y1, y2, y3 e y4, que 
originam as subclasses de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Nos 
camundongos, também existem quatro subclasses designadas 
como IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3. As subclasses — princi- 


palmente nos seres humanos — têm sequências primárias 
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muito semelhantes, mas as diferengas principais estao locali- 
zadas na região de dobradiça. A existência das subclasses é 
importante porque elas demonstram diferenças marcantes em 
sua capacidade de estimular as funções efetoras. Em uma 
única molécula, as duas cadeias pesadas geralmente são idên- 
ticas, assim como ocorre com as duas cadeias leves. A exceção 
à regra é representada pela IgG4 humana, que pode permutar 
pares de cadeias leves e pesadas entre as moléculas de IgG4 e 
formar moléculas híbridas. Como os segmentos Fc das molé- 
culas permutadas são idênticos, o resultado final é a permuta 
dos segmentos Fab de modo a produzir anticorpos IgG4 com 
dois segmentos Fab diferentes e especificidade dupla. 

As sequências dos aminoácidos das cadeias leves e pesadas 
dos anticorpos esclareceram grande parte de suas estruturas e 
funções. Entretanto, a descrição das sequências dos anticor- 
pos é muito mais difícil que a de muitas outras proteínas, 
porque a população de anticorpos de um indivíduo é incri- 
velmente heterogênea. A primeira oportunidade de fazer essa 
descrição ocorreu com o estudo das proteínas do mieloma. 
Com a doença humana conhecida como mieloma múltiplo, 
uma célula produtora de determinado anticorpo divide-se 
repetidamente de maneira descontrolada (como uma célula 
neoplásica), sem levar em consideração as necessidades gerais 
do hospedeiro. Desse modo, o paciente possui quantidades 
enormes de células idênticas originadas de um único clone da 
célula original e todas sintetizam a mesma imunoglobulina 
— a proteína do mieloma — que aparece no soro, algumas 
vezes em concentrações muito altas. Com a purificação das 
proteínas do mieloma, é possível obter preparações de um 
único anticorpo para o sequenciamento e muitas outras apli- 
cações. Um método alternativo para obter anticorpos mono- 
clonais ou singulares surgiu com o desenvolvimento da 
tecnologia do hibridoma. Nesse caso, a fusão de células que 
produzem determinados anticorpos com um tumor de células 
B forma um clone de células em proliferação contínua, que 
são capazes de produzir um único anticorpo. Por fim, as 
tecnologias dos anticorpos recombinantes desenvolvidas 
mais recentemente oferecem uma fonte excelente de anticor- 
pos monoclonais. 

A comparação das sequências das proteínas da IgG mono- 
clonal indica que a metade carboxiterminal da cadeia leve e 
praticamente três quartos da cadeia pesada (também carboxi- 
terminal) apresentam pouca variação de sequência entre as 
diferentes moléculas de IgG. Por outro lado, as regiões ami- 
noterminais com cerca de 100 moléculas de aminoácidos 
demonstram variabilidade expressiva das sequências das duas 
cadeias. Dentro dessas regiões variáveis, existem sequências 
relativamente curtas que apresentam variação extrema e são 
designadas como regiões hipervariáveis. Existem três dessas 
regiões (ou “pontos quentes”) na cadeia leve e três na cadeia 
pesada. Comparativamente, como as diferentes IgG reconhe- 
cem antígenos diferentes, essas regiões hipervariáveis prova- 
velmente estão associadas ao reconhecimento dos antígenos 
e, na verdade, são referidas comumente como regiões deter- 
minantes de complementaridade (CDR, do inglés, comple- 


mentarity determining regions). A seguir, analisaremos 
sucintamente a organização estrutural necessária à participa- 
ção das regiões hipervariáveis no reconhecimento dos antíge- 
nos e as origens genéticas das regiões constante e variável. 

A comparação das sequências das imunoglobulinas 
também permitiu a organização das IgG em 12 regiões ou 
dominios de homologia, cada qual com sua ligação dissulfi- 
drica interna. A estrutura básica do domínio é fundamental 
ao entendimento da relação entre a estrutura e a função da 
molécula do anticorpo e está descrita resumidamente a seguir. 
Contudo, a Figura 3.2b,c ilustra sua representação esquemá- 
tica. É evidente que a cadeia leve consiste em dois domínios, 
um correspondendo à região das sequências variáveis descritas 
antes e designada como domínio V, (leve variável) e outro 
correspondendo a uma região constante descrita como 
domínio C; (leve constante). A cadeia pesada da IgG consiste 
em quatro domínios: os domínios Vy e Cyl dos segmentos 
Fab estão ligados aos domínios C;2 e C3 do segmento Fc 
pela dobradiça. A ligação do antígeno é uma função depen- 
dente dos domínios V, e Vy das extremidades dos segmentos 
Fab, enquanto a ligação às moléculas efetoras é uma proprie- 
dade dos domínios Cy2 e/ou C3 do segmento Fc. 

Também fica evidente (Figura 3.2b,c) que, com exceção 
do Cw2, todos os domínios estão exatamente ao lado ou em 
associação “lateral” com outro domínio: um fenômeno 
conhecido como pareamento de domínios. Os domínios C;2 
têm duas cadeias de carboidratos interpostas entre eles. Além 
disso, os domínios demonstram interações cis mais fracas com 
os domínios adjacentes da mesma cadeia polipeptídica. 

A IgG1 humana está ilustrada na Figura 3.2 em sua con- 
formação de “Y” com os segmentos Fab praticamente no 
mesmo plano que o Fc. Essa é a visão clássica da molécula de 
anticorpo que ilustrava inúmeras propagandas de encontros 
científicos e aparece nos logos de muitas empresas. Na 
verdade, essa provavelmente é apenas uma das diversas con- 
figurações que a molécula de IgG pode adotar, porque ela é 
muito flexível, conforme ilustrado na Figura 3.3. Pesquisadores 
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Figura 3.3 Tipos de flexibilidade da molécula de IgG. Essas 
modalidades foram descritas com base nos estudos de 
microscopia eletrônica (veja a Figura 3.10) e técnicas biofísicas 
em solução. A flexibilidade estrutural provavelmente facilita a 
flexibilidade do reconhecimento de antígenos e a ativação das 
funções efetoras. 


Figura 3.4 Estrutura de uma molécula de IgG humana. As 
cadeias pesadas estão ilustradas em roxo e as cadeias leves 
em verde. Em comparação com o desenho clássico da 
molécula de IgG com a conformação em Y, esse “retrato 
instantâneo” da molécula demonstra o Fc (embaixo) “voltado 
para frente” do observador e mais perto de um segmento Fab 
que do outro. (Cortesia de Erica Ollmann Saphire.) 


acreditam que essa flexibilidade possa facilitar a função da 
IgG. A flexibilidade Fab-Fab confere ao anticorpo “alcance 
variável”, permitindo-lhe prender determinantes antigênicos 
com espaçamentos diferentes na superfície de uma célula 
estranha, ou formar imunocomplexos intrincados com uma 
toxina (imagine uma mudança de configuração de Y em T). 
A flexibilidade Fc-Fab pode facilitar a função dos anticorpos 
em diferentes ambientes (p. ex., nas células estranhas) de 
modo a interagir produtivamente com moléculas efetoras 
comuns. A Figura 3.4 ilustra a estrutura completa de uma 
molécula de anticorpo IgG1 humana, conforme se evidencia 
à cristalografia. Essa estrutura é muito diferente da configu- 
ração simétrica clássica em forma de Y. O Fc fica mais próximo 
de um segmento Fab que do outro e está rodado em relação 
com os segmentos Fab. Esse é apenas um “retrato instantá- 
neo” de uma das diversas conformações que o anticorpo pode 
adotar em virtude de sua flexibilidade. 

As Figuras 3.2 a 3.4 ilustram claramente a organização 
estrutural da IgG em domínios. Cada um desses domínios tem 
um padrão comum de conformação das cadeias polipeptídicas 
(Figura 3.5). Esse padrão de “dobradura da imunoglobulina” 
consiste em duas lâminas B torcidas e superpostas envolvendo 
um volume interno de moléculas hidrofóbicas firmemente 
interligadas. Essa conformação é estabilizada por uma ligação 
dissulfidrica interna entre as duas lâminas em posição central 
(essa ligação interna está ilustrada na Figura 3.2a). Em um 
domínio de Ig do tipo constante, uma lâmina tem quatro fitas 
B antiparalelas e a outra, três. Essas fitas são reunidas por dobras 
ou alças, que geralmente demonstram pouca estrutura secun- 
daria. As moléculas que compõem as lâminas B tendem a ser 


conservadas, mas a diversidade é maior entre as moléculas das 
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Figura 3.5 Dobradura da imunoglobulina (domínio 
constante). Uma lâmina B com três fitas antiparalelas (em 
vermelho) interage com a lâmina de quatro fitas (em azul). Essa 
conformação é estabilizada por uma ligação dissulfídrica entre 
as duas lâminas. As fitas p estão interligadas por hélices, 
torções e outras estruturas. Uma estrutura central geral 
semelhante é encontrada em todos os domínios semelhantes 
de Ig, mas com algumas modificações, tais como fitas B 
adicionais ou alterações da maneira como a extremidade forma 
pares com as lâminas p. 


alças. A dobradura das cadeias ilustrada na Figura 3.5 refere-se 
a um domínio constante. As lâminas B do domínio variável são 
mais distorcidas que as do domínio C, enquanto o domínio V 
tem uma alça adicional. 


Estrutura do fragmento Fab 


O fragmento Fab é formado por pares de dominios Vy e V, 
e Cyl e C, (Figura 3.6). Os domínios Vy e V, são pareados 
por contato entre as duas respectivas camadas de lâminas B 
com três fitas (em vermelho na Figura 3.5), enquanto os 
domínios Cyl e C; são pareados por meio de camadas com 
quatro fitas (em azul na Figura 3.5). As superfícies interativas 
dos domínios são predominantemente hidrofóbicas e, desse 
modo, a força motriz do pareamento dos domínios é a 
remoção dessas moléculas do ambiente aquoso. Essa confor- 
mação também é estabilizada por uma ligação dissulfídrica 
entre os domínios Cy1 e Cr. 

Em contraste com as interações “laterais”, as interações 
“longitudinais” (ou cis) entre os domínios Vy e Cyl e entre 
os dominios V, e C, são muito limitadas e possibilitam a 
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Figura 3.6 Estrutura do Fab. A cadeia pesada está 
representada em verde e a cadeia leve, em amarelo. Os 
domínios Vw e V, (ao alto) estão pareados por contato entre as 
superfícies das cinco fitas, enquanto os dominios C41 e C, por 
contato entre as superfícies das quatro fitas. (Cortesia de Robyn 
Stanfield.) 


flexão em torno dos “cotovelos” existentes entre esses domí- 
nios. Os ângulos dos cotovelos observados nas estruturas cris- 
talinas variavam entre 117 e 249º. 


A região de combinação do anticorpo 


A comparação das sequências e das estruturas dos anticorpos 
permite entender como eles conseguem reconhecer uma gama 
extremamente ampla de moléculas. Os dados relativos à 
sequência demonstram que os domínios variáveis têm seis 
regiões hipervariáveis, que apresentam variação ampla de ami- 
noácidos entre as diferentes moléculas de anticorpo 
(Figura 3.7). Os dados estruturais dos complexos antígeno- 
-anticorpo indicam que essas regiões hipervariáveis, ou regiões 
determinantes de complementaridade, sejam reunidas no 
plano tridimensional para formar a região de ligação do antí- 
geno, também conhecida comumente como região de com- 
binação do anticorpo (Figura 3.8). (Cortesia de Robyn 
Stanfield.) 
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Figura 3.7 Variabilidade dos aminoácidos dos domínios V 
das cadeias pesadas e leves da imunoglobulina (Ig). Em 
determinada posição, a variabilidade é definida como a razão 
entre o número de moléculas diferentes encontradas nessa 
posição, quando comparada com a frequência do aminoácido 
mais comum. As regiões determinantes de complementaridade 
(CDR) aparecem como picos no gráfico, e as estruturas 
centrais, como regiões intervenientes com pouca variabilidade. 
(Segundo Dr. E. A. Kabat, MD.) 


A estrutura do Fc 


Quanto ao Fc da IgG (Figura 3.9), os dois domínios C3 são 
classicamente pareados, enquanto os dois domínios Cy2 não 
interagem diretamente, mas têm interpostas entre eles duas 
cadeias ramificadas de carboidratos N-terminais, que estabe- 
lecem pouco contato uma com a outra. As cadeias de carboi- 
drato são muito heterogêneas. Os dominios C2 contêm as 
regiões de ligação para várias moléculas efetoras importantes, 
principalmente receptores para Fc e Clq do complemento, 
conforme ilustrado adiante. O receptor Fc neonatal, que é 
importante para a ligação à IgG e à manutenção da sua meia- 
-vida longa no soro, liga-se a uma região formada entre os 
dominios C,;2 e Cu3. A proteína A, muito utilizada no pro- 
cesso de purificação das IgG, também se liga a essa região. 


(b) 


A região de dobradiça e as subclasses de IgG 


O termo “dobradiça” originou-se das fotografias de micros- 
copia eletrônica da IgG dos coelhos, que demonstraram que 
os segmentos Fab adquiriam ângulos diferentes entre si, 
desde um valor de praticamente 0º (formato de Y fechado) 
até 180º (formato de T). O Fab era específico para um 
pequeno grupo químico de dinitrofenil (DNP), que poderia 
ser ligado a uma das extremidades de uma cadeia de hidro- 
carboneto. Como se pode observar nas Figuras 3.10 e 3.11, 


Figura 3.9 Estrutura do Fc da IgG humana. Os domínios C,,3 
(embaixo) são pareados. Os domínios C„2 não são pareados e 
têm duas cadeias de carboidratos preenchendo parte do 
espaço entre eles. A figura ilustra as regiões de ligação para o 
receptor FeyRIll leucocitario (em vermelho), o componente Ciq 
do complemento (em verde) e o receptor Fc neonatal FcRn (em 
amarelo). As regiões do FcyRIll e FcRn foram determinadas por 
estudos de cristalografia (Sondermann P. et al. [2000] Nature 
406, 267; Martin W.L. et al. (2001) Molecular Cell 7, 867] e do 
Ciq por análises de mutações (Idusogie et al. [2000], Journal of 
Immunology 164, 4178). (Cortesia de Robyn Stanfield.) 


Capitulo 3 | Anticorpos 61 


Figura 3.8 A proximidade das 
regiões determinantes de 
complementaridade (CDR ou alças 
variáveis) na ponta dos segmentos 
Fab forma a região de combinação 
do anticorpo. Os domínios Vy e V, 
estão demonstrados em visão lateral 
(a) e superior (b). As seis CDR (veja a 
Figura 3.7) estão numeradas de 1 a 3 
e fazem parte da cadeia pesada (H) 
ou leve (L). (Cortesia de Robyn 
Stanfield.) 


os diferentes formatos apareciam à medida que os segmentos 
Fab reuniam-se à molécula do antígeno bivalente utilizando 
diferentes ângulos entre Fab-Fab. Outras técnicas biofísicas 
demonstraram a flexibilidade da dobradiça em solução. Em 
geral, acreditava-se que a função dessa flexibilidade geral- 
mente fosse permitir o reconhecimento divalente dos deter- 
minantes antigênicos espaçados a distâncias diferentes. Nos 


Figura 3.10 (a,b) Fotografias de microscopia eletrônica 
(1.000.000x) dos complexos formados com a mistura do 
hapteno dinitrofenil (DNP) divalente com os anticorpos anti-DNP 
de coelho. O “corante negativo” de ácido fosfotungístico é uma 
solução eletrodensa que penetra nos espaços existentes entre 
as moléculas de proteína. Desse modo, a proteína aparece 
como uma estrutura “clara” à microscopia eletrônica. O hapteno 
reúne as moléculas de anticorpo com formato de Y e forma 
trímeros (a) e pentâmeros (b). A flexibilidade da molécula na 
região da dobradiça é evidenciada pela variação do ângulo 
entre os braços do “Y”. (c) Igual à imagem (a), mas os trímeros 
foram formados utilizando o fragmento de anticorpo F(ab’)2, do 
qual as estruturas Fc foram digeridas pela pepsina (500.000x). 
Nessa imagem, pode-se observar que os trímeros não 
apresentam as projeções de Fc em cada ângulo, conforme se 
evidencia em (a). (Segundo Valentine R.C. & Green N.M. (1967) 
Journal of Molecular Biology 27, 615; cortesia do Dr. Green, 
com autorização da Academic Press, Nova York.). 
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Figura 3.11 Trés moléculas de anticorpo antidinitrofenil 
(anti-DNP) reunidas na forma de um trimero pelo antigeno 
divalente (®@———®). Comparar com a Figura 3.10a. Quando os 
fragmentos Fc foram removidos primeiramente pela pepsina, as 
peças dos cantos não estavam mais visíveis (Figura 3.10c). 


seres humanos, a classe IgG de anticorpos é subdividida em 
quatro subclasses, e as principais diferenças entre elas são a 
composição e o comprimento da dobradiça. A IgG1 foi 
demonstrada anteriormente. A IgG3 possui uma dobradiça 
que, quando está totalmente aberta, pode ter um compri- 
mento duas vezes maior que o do Fc e, desse modo, poderia 
colocar os segmentos Fab muito distantes do Fc. Por outro 
lado, a IgG2 e a IgG4 têm dobradiças compactas e curtas, 
que provavelmente permitem a maior aproximação do Fab 
e do Fc. Curiosamente, a IgG1 e a IgG3 geralmente são 
mais eficazes como mediadores das funções efetoras, tais 
como ativação do complemento e ADCC, quando compa- 
radas com a IgG2 e a IgG4. 


Estruturas e funções das classes 
de imunoglobulinas 


As classes de imunoglobulinas (Tabela 3.1) desempenham 
diferentes funções na defesa imune, que podem ser correla- 
cionadas com as diferenças estruturais de sua organização 
em torno da configuração de quatro domínios da Ig 
(Figura 3.12). A IgG é um monômero e representa o prin- 
cipal anticorpo no soro e nos tecidos (exceto mucosas), onde 
inativa patógenos diretamente e por sua interação com as 
moléculas ativadoras efetoras, tais como complemento e 
receptores Fc. A IgM é um pentâmero encontrado no soro 
e é extremamente eficiente na ativação do complemento. A 
forma monomérica da IgM com uma sequência acoplada à 
membrana é o principal anticorpo receptor utilizado pelos 
linfócitos B para reconhecer antígenos (veja a Figura 2.11). 
A IgM difere da IgG porque possui um par adicional de 
domínios constantes, em vez da região de dobradiça. Existem 
três formas solúveis de IgA. Os monômeros e pequenas 
quantidades de dímeros de IgA (formados por dois monô- 


meros ligados por um polipeptídio adicional conhecido 
como cadeia J) estão presentes no soro, onde podem ajudar 
a ligar os patógenos às células efetoras por meio dos recep- 
tores Fc específicos para IgA. A IgA secretória (veja adiante) 
é formada por um dímero de IgA e uma proteína adicional 
conhecida como componente secretor e é essencial à prote- 
ção das superfícies mucosas contra o ataque dos microrga- 
nismos. Os seres humanos têm duas subclasses de IgA. A 
IgA2 tem região de dobradiça muito mais curta que a IgA1 
e é mais resistente ao ataque das proteases secretadas pelas 
bactérias. A IgE é um monômero geralmente encontrado 
em concentrações muito baixas no soro. Na verdade, a 
maior parte da IgE provavelmente está ligada aos receptores 
Fc de IgE dos mastócitos. O acoplamento de um antígeno 
à IgE estabelece ligações cruzadas entre os receptores Fc da 
IgE e desencadeia uma reação inflamatória aguda, que pode 
colaborar com a defesa imune. Isso também pode causar 
sintomas alérgicos indesejáveis a determinados antígenos 
(alergênios). Como também ocorre com a IgM, a IgE possui 
um par adicional de domínios constantes, em vez da região 
de dobradiça. Por fim, a IgD é um anticorpo encontrado 
principalmente na superfície das células B como receptor 
antigênico combinado com IgM, onde provavelmente ajuda 
a controlar a ativação e a supressão dos linfócitos. A IgD é 
um monômero e tem região de dobradiça longa. 

As estruturas das regiões Fc da IgAl e IgE humanas 
(domínios C-terminais) foram definidas e estão comparadas 
com a IgG1 na Figura 3.13. Em todos os três casos, os penúl- 
timos domínios não são pareados e têm cadeias de carboidra- 
tos interpostas entre eles. 


Anticorpos e complemento 


A reunião das moléculas de IgG, geralmente na superfície de 
um patógeno (p. ex., uma bactéria), resulta no acoplamento 
da molécula C1 do complemento por meio do subcompo- 
nente hexavalente Clq (veja a Figura 2.2). Isso ativa a via 
clássica do complemento e inicia alguns dos processos que 
culminam com a eliminação do patógeno. As subclasses da 
IgG ativam esses processos com eficiências variadas. A IgG1 
e a IgG3 são as mais eficientes; a IgG2 é ativada apenas pelos 
antígenos em concentrações altas (p. ex., carboidratos antigê- 
nicos de uma bactéria); e a IgG4 não ativa o complemento. 

A IgM ativa o complemento por um mecanismo diferente 
porque já está “reunida” (pentâmero), mas se encontra em sua 
forma inativa. A ligação ao antígeno polivalente parece alterar 
a conformação da molécula de IgM de modo a expor as 
regiões de ligação, que permitem o acoplamento do Clq e a 
ativação da via clássica do complemento. Estudos de micros- 
copia eletrônica sugeriram que a alteração de conformação 
seja uma transição de “estrela” para “grampo”, com a qual os 
segmentos Fab afastam-se do plano das regiões Fc (Figura 
3.14). Os anticorpos IgM tendem a ter pouca afinidade deter- 
minada por uma interação univalente (p. ex., a ligação da IgM 
a uma molécula monomérica solúvel, ou a ligação de um 
segmento Fab isolado de uma IgM ao antígeno). Entretanto, 
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Tabela 3.1 Imunoglobulinas humanas. 


Classe Subclasses Formas 
(designação da humanas moleculares 
cadeia pesada) principais 
IgG (y) IgG1 Monômero y2, L2 
IgG2 
IgG3 
IgG4 
IgA (a) IgA1 Monômero a2, L2 
IgA2 Dímero (a2, L2)2, 
Secretória (a2, L2)2, 
sc 
IgM (u) Pentâmero (u2, L2)s, 
IgE (e) Monômero £2, L2 
IgD (8) Monômero 52, L2 


sua afinidade funcional (avidez) pode ser aumentada pela 
interação polivalente entre antígeno-anticorpo (veja a p. 122) 
e é exatamente nessas circunstâncias que a IgM é mais eficaz 
na ativação do complemento. 


Anticorpos e receptores Fc 
dos leucócitos humanos 


Os receptores Fc humanos específicos foram descritos para a 
IgG, a IgA e a IgE (Tabela 3.2). Esses receptores diferem 
quanto às suas especificidades para as classes e subclasses de 
anticorpos; às suas afinidades pelos diferentes estados de com- 
binação dos anticorpos (monômero versus anticorpo ligado a 
um antígeno associado); às suas distribuições nos diferentes 
tipos de leucócitos; e aos seus mecanismos de sinalização 
celular. A maioria dos receptores Fc dos leucócitos é estrutu- 
ralmente semelhante porque eles evoluíram como componen- 
tes da superfamília de genes de Ig. Cada receptor possui uma 
cadeia de acoplamento ao ligante (cadeia a), que geralmente 
forma complexos por meio de sua região transmembrana com 
um dímero da cadeia FcRy comum. Essa última desempenha 
um papel fundamental nas funções de sinalização de muitos 
receptores. As cadeias FcRy possuem fragmentos de ativação 
baseados na tirosina do imunorreceptor (ITAM, do inglês, 
immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) em suas 
regiões citoplasmáticas, que são essenciais à iniciação dos 
sinais de ativação. Algumas cadeias a dos receptores possuem 
seus próprios ITAM em suas regiões citoplasmáticas, enquanto 
outras dispõem de fragmentos de inibição baseados na tiro- 
sina do imunorreceptor (ITIM, do inglês, immunoreceptor 
tyrosine-based inhibitory motifs). 

Para a IgG, existem trés classes diferentes de FcyR leuco- 
citários humanos caracterizados, a maioria com várias formas 
variantes. Além disso, o receptor Fc neonatal FcRn também 


Polipeptídios Localização principal 


Ativação do 
complemento (via) 


IgG3 > IgG1 >> IgG2 
>> IgG4 (clássica) 


Soro (cerca de 12 mg/m4), 
tecidos 


Soro (cerca de 3 mg/m4: Sim (lectina de ligação 


J 90% de monômero, 10% da manose) 
J de dimero 
Secreções seromucosas, 
leite, colostro, lagrimas 
J Soro (cerca de 1,5 mg/m) Sim (clássica) 
Soro (0,05 ug/m4) Nao 
Soro (30 pg/mé) Nao 


se liga à IgG e está descrito mais adiante. O FeyRI (CD64) 
caracteriza-se por sua alta afinidade pela IgG monomérica. 
Esse receptor também é singular porque tem três domínios 
extracelulares semelhantes à Ig em sua cadeia de acoplamento 
dos ligantes, enquanto todos os outros receptores Fc possuem 
dois desses domínios. O FcyRI está expresso constitutiva- 
mente nos monócitos, nos macrófagos e nas células dendríti- 
cas e é induzido nos neutrófilos e nos eosinófilos depois da 
sua ativação pelo IFNy e G-CSF (fator estimulador de colô- 
nias de granulócitos). Por outro lado, o FcyRI pode ser hipor- 
regulado em resposta à IL-4 e à IL-13. Estruturalmente, esse 
receptor consiste em uma cadeia a de ligação da IgG e um 
homodímero de cadeias y que contém os ITAM. O FcyRI liga 
a IgG monomérica com grande afinidade à superfície e, desse 
modo, sensibiliza a célula para seu encontro subsequente com 
o antígeno. As funções principais desse receptor provavel- 
mente são facilitar a fagocitose, apresentar os antígenos e 
mediar a destruição extracelular das células-alvo recobertas 
pelo anticorpo IgG, processo conhecido como citotoxicidade 
celular dependente de anticorpo (ADCC; p. 49). 

O FeyRII (CD32) liga-se com pouca afinidade à IgG 
monomérica, mas tem afinidade expressivamente maior pela 
IgG acoplada aos imunocomplexos ou à célula-alvo recoberta 
por anticorpo. Por essa razão, as células que possuem FcyRII 
são capazes de ligar-se aos alvos recobertos por anticorpo 
quando a IgG monomérica encontra-se em concentrações 
séricas altas. Ao contrário da única isoforma de FcyRI, existem 
várias isoformas expressas do FcyRII que, coletivamente, estão 
presentes na superfície da maioria dos tipos de leucócitos 
(Tabela 3.2). A ligação dos complexos de IgG ao FcyRII 
ativa as células fagocitárias e pode provocar trombose por 
sua reação com as plaquetas. Os FcyRIla são receptores de 
ativação expressos nos fagócitos, que medeiam a fagocitose e 
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Figura 3.12 Ilustração esquemática das 
estruturas das classes dos anticorpos. 

As duas cadeias pesadas estão representadas 
em azul-claro e escuro (duas cores para ressaltar 
o pareamento das cadeias; as cadeias são 
idênticas) e as cadeias leves, em cinza. 

As cadeias de carboidratos N-ligados (estruturas 
ramificadas) estão ilustradas em azul, enquanto 
os carboidratos O-ligados (estruturas lineares) 
aparecem em verde. Os domínios das cadeias 
pesadas estão designados de acordo com a 
classe da cadeia pesada (p. ex., Cy2 para o 
dominio C,2 da IgG etc.). Com a IgG, a IgA e a 
IgD, o Fc está conectado aos segmentos Fab 
por uma região de dobradiça; com a IgM e a 
IgE, um par adicional de domínios substitui a 
dobradiça. A IgA, a IgM e a IgD possuem 
fragmentos caudais nas terminações C das 
cadeias pesadas. A IgA ocorre como monômero 
e dímero. A IgM é um pentâmero. (a) IgG1. 

As outras subclasses da IgG humana (e as IgG 
da maioria das outras espécies) possuem essa 
mesma estrutura básica, mas diferem 
principalmente quanto à composição e ao 
comprimento da região de dobradiça. (b) IgA1. 
A estrutura é semelhante à da IgG1, mas uma 
região de dobradiça relativamente longa contém 
cadeias de açúcares O-ligadas. O Fc também 
tem algumas diferenças quando comparado com 
o da IgG1 (veja a Figura 3.13). Com a IgA2, a 
região de dobradiça é muito curta e, no alótipo 
predominante, as cadeias leves contêm ligações 
dissulfídricas não com a cadeia pesada, mas 
uma com a outra. (c) Monômero de IgM. Essa 
representação baseia-se fundamentalmente na 
comparação das sequências dos aminoácidos 
das cadeias pesadas q e y. (d) IgE. A molécula é 
semelhante ao monômero de IgM. (e) IgD. 

A dobradiça pode ser dividida em uma região 
rica em cargas (possivelmente helicoidal) e outra 
rica em açúcares O-ligados. A estrutura da 
dobradiça pode ser muito menos estendida em 
solução do que na ilustração esquemática 
apresentada nesta figura. Contudo, ela é muito 
sensível ao ataque proteolítico, razão pela qual a 
IgD sérica é instável. A IgD dos camundongos 
tem estrutura muito diferente da IgD humana, ao 
contrário da semelhança geral entre as estruturas 
das imunoglobulinas dos seres humanos e 
desses animais. (f) IgA secretória (veja também a 
Figura 3.19). (9) Pentâmero de IgM. A molécula 
está representada no formato de estrela plana. 
Um dos monômeros está colorido da mesma 
maneira que em (c). Uma porcentagem pequena 
das unidades de IgM também pode formar 
hexâmeros. De modo a facilitar o entendimento, 
as estruturas dos carboidratos foram omitidas 
em (f) e (g). Os fragmentos Fab provavelmente 
podem girar fora do plano em torno do seu eixo 
duplo (veja também a Figura 3.14). 
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Figura 3.13 Estruturas das regiões Fc da IgG1, IgE e IgA1 humanas. As estruturas ilustradas nesta figura foram determinadas 
pela análise cristalográfica dos Fc em complexos com receptores Fc. Uma cadeia pesada está ilustrada em vermelho e a outra em 
amarelo, enquanto as cadeias de carboidratos N-ligados, que ficam interpostas entre os penúltimos domínios, estão representadas 
em azul. No caso da IgE, a estrutura não inclui os domínios Ce2, que constituem parte da região Fc desse anticorpo. No caso da 
IgA1, os açúcares N-ligados estão localizados em uma posição muito distante, quando comparados com seus correspondentes da 
IgG1 e da IgE. As extremidades dos domínios Ca2 também estão conectadas por uma ligação dissulfídrica. (Cortesia de Jenny 
Woof; segundo Woof J.M. & Burton D.R. (2004) Nature Reviews Immunology 4, 89 a 99.) 


Estrela Grampo 


Figura 3.14 Alterações estruturais da IgM associadas à 
ativação do complemento. (a) Conformação de “estrela”. A 
microscopia eletrônica (ME) de uma proteína IgM não 
complexada demonstra a conformação em “estrela” (veja a 
Figura 3.129). (b) Conformação de “grampo”. A ME de uma IgM 
específica de carneiro ligada a um flagelo da Salmonella 
paratyphi como antígeno sugere que as cinco unidades F(ab’), 
e os dominios Cu2 tenham sido deslocados com relação ao 
plano dos Fc de modo a produzir a conformação de “grampo” 

u “caranguejo”. O componente C1 do complemento é ativado 
pela ligação ao complexo formado entre a IgM e o antígeno 
(grampo), mas interage apenas fracamente com a IgM livre 
(estrela) e não causa ativação significativa; isso significa que o 
processo de deslocamento desempenha um papel importante 
na ativação do complemento. Alguns autores sugeriram que a 
movimentação dos Fab expõe uma região de ligação ao Ciq 
nos domínios Cu3 da IgM. Isso foi confirmado pelas 
observações de que a molécula Fc5, obtida pela digestão da 
IgM pela papaína, pode ativar diretamente o complemento, 
mesmo sem um antígeno. (As fotografias de microscopia 
eletrônica são preparações coradas negativamente com 
ampliação de 2,10®x [i. e., 1 mm representa 0,5 nm]; cedidas 
gentilmente pelos Drs. A. Feinstein e E.A. Munn.) 


a ADCC. Por outro lado, os FcyRIIb são receptores de ini- 
bição, que possuem domínios citoplasmáticos contendo 
ITIM e sua ocupação resulta na hiporregulação da reatividade 
celular. O FcyRIIb tem duas isoformas produzidas pelo sp/i- 
cing alternativo. O FcyRIIb1 presente nas células B estabelece 
ligações cruzadas com os receptores das células B (BCR) e 
transmite um sinal inibitório que inativa essas células e produz 
um efeito de feedback negativo na produção de anticorpos. 
O FcyRIIb2 está expresso nos fagócitos, nos quais medeia 
eficazmente a endocitose que resulta na apresentação dos 
antígenos. 

O FeyRIII (CD16) também se liga com pouquissima 
afinidade ao monômero de IgG, mas tem afinidade baixa a 
média pela IgG agregada. Os dois genes FcyRIII codificam as 
isoformas FcyRIIIa e FcyIIIb, que têm afinidades média e 
baixa por IgG, respectivamente. O FcyRIIIa está presente na 
maioria dos tipos de leucócitos, enquanto o FcyRIIIb limita- 
-se principalmente aos neutrófilos e é singular entre os recep- 
tores Fc porque se encontra ligado à membrana celular por 
uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI), em vez de por 
um segmento transmembrana. O FcyRIIIa está reconhecida- 
mente associado ao dímero de sinalização da cadeia y nos 
monócitos e nos macrófagos e às moléculas de sinalização das 
cadeias € e/ou y nas células NK; a expressão desse receptor é 
hiper-regulada pelo fator transformador do crescimento B 
(TGFB) e hiporregulada pela IL-4. No que diz respeito às 
suas funções, o FcyRIIla é responsável basicamente por 
mediar a ADCC pelas células NK e eliminar os imunocom- 
plexos da circulação por meio dos macrófagos. Por exemplo, 
a eliminação dos eritrócitos recobertos por IgG da circulação 
dos chimpanzés foi praticamente inibida pelo fragmento Fab 
monovalente de um anticorpo monoclonal anti-FcyRIII. 
A ligação cruzada do FcyRIIIb estimula a produção de supe- 
róxido pelos neutrófilos. 
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Tabela 3.2 Receptores Fc dos leucócitos humanos. (Segundo Woof J.M. & Burton D.R.[2004] Nature Reviews 


Immunology 4, 89.) 


PM (kDa) FeyRI (CD64) FeyRIl(CD32) FoyRIll (CD16) FosRI FeeRIl (CD23) FeaRl (CD89) 
50a 70 40 50 a 80 45 a65 45a 50 50a 70 
Isoformas FoyRia FoyRila FeyRilb FeyRllc FoyRilla FeyRillb FeeRI FosRlla FeeRllb FeaRla 
principais 
expressas 
Alotipos LR HR NA1 e NA2 
Especificidade IgG1=3>4 IgG3>1 Ig63> IgG3>1 ND ND IgG =3 IgE IgE IgA? sérica = 
para Ig lgG2 nãose =? 1 >>2>4 >>>2=4 2, SIgAt = 
humana* liga IgG4 não >>> 2 SIgA2 
IgG4 
se li 
= não se 
liga 
Afinidade pelo Alta (10º a 10°) Baixa Baixa Baixa Baixa Média (10) Baixa (< 10’) Muito alta Baixa Média (107) 
monômero de (<10) (<10) (<10) (< 10) (10°) (< 10”) 
Ig (M°) 
Fragmento de ITAM da ITAM da ITIM da ITAM da ITAM da Inexistente. ITAM da Lectina Lectina tipo C ITAM da 
sinalização cadeia y cadeia a cadeia a cadeia a cadeia y Ancorado à cadeia y; tipo C cadeia y 
membrana por cadeia p 
meio de uma também 
ligação de presente, mas 
glicana- tem função 
fosfatidilinositol desconhecida 
(GP) 
Distribuição Monócitos, Monécitos, Monécitos, Monócitos, Macréfagos, Neutrófilos, Mastócitos, Células Células B, Neutrófilos, 
celular macrófagos, macrófagos, macrófagos, macrófagos, células NK, eosinófilos baséfilos, B células T, monócitos, 
DC, neutrófilos neutrófilos, células B neutrófilos, células Tyô, (IFNy- células de monócitos, alguns 
(IFNy- plaquetas, células células B alguns estimulados) Langerhans, eosinófilos, macrófagos, 
estimulados), de Langerhans monócitos monócitos macrófagos eosinófilos, 
eosinófilos ativados células de 
(IFNy- Kupffer, 
estimulados) algumas DC 


*As afinidades relativas dos varios ligantes por cada receptor estão indicadas em ordem decrescente, começando com o isétipo com afinidade mais alta. Os sinais <, > e = 


são usados para definir as diferenças de afinidade. 


No caso da IgE, existem dois FcyR descritos. A ligação da 
IgE ao seu receptor FcgRI caracteriza-se por uma interação 
com afinidade extremamente alta, refletindo a taxa de dissocia- 
ção lenta (a meia-vida do complexo é de cerca de 20 h). O 
FceRI é um complexo formado por uma cadeia a. de acopla- 
mento do ligante (estruturalmente semelhante ao FcyR), uma 
cadeia B e o dimero de cadeias FcRy. O contato com um 
antígeno provoca a desgranulação dos mastócitos com liberação 
das aminas vasoativas e das citocinas pré-formadas e a síntese 
de vários mediadores inflamatórios originados do ácido araqui- 
dônico (veja a Figura 1.21). Esse processo é responsável pelos 
sinais e sintomas da rinite sazonal e da asma extrínseca quando 
os pacientes com alergia atópica entram em contato com um 
alergênio (p. ex., pólen da grama). A função fisiológica principal 
da IgE seria a proteção das estruturas anatômicas sujeitas a 
traumatismo e invasão por patógenos com o recrutamento local 
dos fatores plasmáticos e das células efetoras por meio da 
geração de uma reação inflamatória aguda. Os agentes infec- 
ciosos que violam as defesas impostas pela IgA poderiam com- 
binar-se com IgE específicas na superfície dos mastócitos e 
estimular a liberação dos compostos vasoativos e dos fatores 


quimiotáxicos para polimorfonucleares; desse modo, isto resul- 
taria no influxo de IgG plasmática, complemento, neutrófilos 
e eosinófilos. Nesse contexto, a capacidade demonstrada pelos 
eosinófilos de danificar os helmintos recobertos por IgG e os 
níveis altos de IgE em resposta a esses parasitos poderiam ser 
mecanismos de defesa eficazes. 

O receptor de IgE FceRII (CD23) de baixa afinidade é 
uma lectina tipo C (dependente do cálcio) e está presente em 
muitos tipos de células hematopoéticas diferentes (Tabela 3.2). 
A função principal desse receptor parece ser a regulação da 
síntese de IgE pelas células B, ou seja, estimulação com con- 
centrações baixas de IgE e inibição com níveis altos de IgE. 
Esse receptor também pode facilitar a fagocitose dos antíge- 
nos opsonizados por IgE. 

O FoaRI (CD89) é o único receptor Fc bem caracteri- 
zado para IgA. Sua cadeia a de acoplamento do ligante é 
estruturalmente semelhante às cadeias correspondentes dos 
FcyR e do FceRI, mas representa um componente mais dis- 
tante dessa família. Na verdade, o FouRI é mais semelhante 
aos membros de uma família que inclui os receptores seme- 


lhantes à imunoglobulina (Ig) das células natural killer (KIR), 


os receptores semelhantes à Ig dos leucócitos (LIR/LILR/ILT) 
e o receptor de colágeno específico das plaquetas (GPVI). O 
Foa RI está presente nos monócitos, macrófagos, neutrófilos, 
eosinófilos e células de Kupffer. A ligação cruzada desse recep- 
tor ao antígeno pode ativar a endocitose, a fagocitose, a libe- 
ração de mediadores inflamatórios e a ADCC. A expressão 
do Fou. RI nos monócitos é intensamente hiper-regulada pelos 
polissacarídios bacterianos. 

As estruturas cristalinas estão definidas para o FcyRIla, o 
FcyRIIb, o FcyRIIIb, o FceRI e o Foo RI (Figura 3.15). Em 
todos os casos, as estruturas representam os dois domínios 
extracelulares semelhantes à Ig da cadeia a do receptor, 
também conhecidos como D1 (N-terminal, membrana distal) 
e D2 (C-terminal, membrana proximal). As estruturas das 
regiões citoplasmáticas não estão definidas para qualquer 
receptor. As regiões extracelulares do FcyRIIa/b, do FcyRIII 
e do FceRI têm algumas estruturas gerais em comum e são 
tão semelhantes que podem ser facilmente confundidas. 
Apesar da semelhança básica entre as sequências do Fou RI e 
dos receptores, o receptor de IgA apresenta uma estrutura 
notavelmente diferente. Embora os dois domínios específicos 
da região extracelular do FRI estejam dispostos de forma 
semelhante à dos outros receptores, a disposição dos domínios 
individuais é muito diferente. Os domínios estão rodados em 
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Figura 3.15 Estruturas dos 
receptores Fc dos leucócitos 
humanos. Em cada caso, a figura 
ilustra uma visão semelhante do 
receptor em seu estado livre (sem 
formar complexos). D1, domínio de 
membrana distal; D2, domínio de 
membrana proximal. No caso dos 
FcyR e do FceRI, o sítio de ligação Fc 
está localizado ao “alto” do domínio 
D2. No caso do FcaRI, a disposição 
dos domínios D1-D2 é invertida e o 
sítio de interação Fc está localizado na 
parte superior do dominio D1. 


FeyAllb 


N FoeRI 


\ (Cortesia de Jenny Woof.) 


NA) 


cerca de 180° em relação às posições adotadas nos outros 
receptores Fc, praticamente invertendo as orientações de 
D1-D2. 

Os estudos cristalográficos dos complexos formados pelo 
anticorpo e pelo receptor Fc demonstraram como os anticor- 
pos interagem com os receptores Fc dos leucócitos 
(Figura 3.16). No caso da interação IgG-FcylII, o dominio 
D2 (membrana proximal) do FcyRIII interage com a parte 
superior dos domínios Cy2 e a parte inferior da dobradiça. 
Isso exige que o anticorpo adquira uma conformação “des- 
conjuntada”, na qual os fragmentos Fab giram para fora do 
plano do Fc. Uma consequência desse tipo de interação, 
reconhecida há muitos anos, é que ela facilita o contato direto 
entre a membrana da célula-alvo (na parte superior da página) 
e a membrana da célula efetora. Isso pode favorecer a ativi- 
dade das células efetoras contra a célula-alvo. Em vista das 
semelhanças entre o FcyRI, o FcyRII e o FcyRIII, é provável 
que todos esses três FcR tenham o mesmo mecanismo de 
ligação à IgG. Na verdade, esse tipo de ligação também parece 
ser compartilhado pela ligação da IgE ao receptor FceRI, 
embora a região de acoplamento dos domínios Ce2-Ce3 subs- 
titua a dobradiça para o acoplamento do receptor. Por outro 
lado, a IgA liga-se ao receptor Foa RI em uma região situada 
entre os domínios Ca2 e Ca3. Esse tipo de ligação possibilita 
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Interação IgG-FcyRIll 


a estequiometria de 2:1 entre IgA:FcR, enquanto a estequio- 
metria para a IgG e a IgE nos complexos citados antes é de 
1:1. Hoje em dia, o significado dessas diferenças entre os 
mecanismos de ligação é desconhecido. 


Anticorpos e o receptor Fc neonatal 


O receptor neonatal (FcRn) é um receptor Fc importante 
para IgG. Esse receptor medeia o transporte da IgG da mãe 
para o feto através da placenta (Figura 3.17). Esse anticorpo 
persiste no sangue do bebê recém-nascido por algum tempo 
e parece ser importante para a proteção direta da criança 
contra os patógenos. Além disso, alguns autores sugeriram 
que a presença do anticorpo materno facilita o desenvolvi- 
mento da imunidade celular da criança pequena porque 
atenua, em vez de impedir por completo, a exposição aos 
patógenos. O FcRn também pode ser importante para o 
transporte da IgG materna presente no leite materno através 


Figura 3.16 Estruturas das interações 
entre anticorpo e receptor Fc do 
leucécito. As colunas da esquerda e do 
centro demonstram as estruturas 
cristalinas dos complexos dos FcR com 
seus respectivos ligantes Fc. 

Os domínios extracelulares dos 
receptores estão ilustrados em azul, 
enquanto uma cadeia pesada de cada 
região Fc está representada em 
vermelho e a outra em dourado. Na 
última coluna à direita, as imagens 
ilustram cada região Fc em visão frontal. 
As semelhanças entre as interações 
IgG-FcyRIIl e IgE-FceRI são marcantes, 
enquanto a interação IgA-Fca.RI é muito 
diferente no que se refere às regiões 
envolvidas e a estequiometria. A coluna 
do meio demonstra onde os domínios 
D2 de cada receptor estão 
posicionados, de modo que suas 
terminações C ficam voltadas para 
baixo. Nesse caso, as regiões Fc da IgG 
e da IgE aparecem em um plano 
horizontal lateral. Com a interação da 
IgA, a figura ilustra a interação com 
apenas uma molécula do receptor. 

A coluna da direita demonstra uma 
representação esquemática dos 
receptores e seus ligantes intactos na 
mesma perspectiva das imagens 
ilustradas na coluna do meio. As 
cadeias leves estão representadas em 
amarelo-claro. A necessidade do 
deslocamento da IgG e da IgE para 
permitir o posicionamento das 
extremidades Fab distantes da superfície 
da célula portadora do receptor é 
evidente. (Cortesia de Jenny Woof.) 


das células intestinais para a circulação sanguinea da criança 
recém-nascida. Além disso, o FcRn é crucial à manutenção 
da meia-vida longa da IgG nos soros dos adultos e das 
crianças. Esse receptor liga-se à IgG nas vesículas ácidas (pH 
< 6,5) e protege a molécula da decomposição, mas depois 
libera a IgG quando o pH é mais alto (7,4) no sangue. 
Estudos estruturais demonstraram as bases moleculares da 
atividade do FcRn. O FcRn é diferente dos receptores Fc dos 
leucócitos e assemelha-se estruturalmente às moléculas do 
MHC classe I. Esse receptor é um heterodimero formado por 
uma cadeia de B;-microglobulina fixada por ligações não 
covalentes a uma cadeia acoplada à membrana, que inclui três 
domínios extracelulares. Um desses domínios (incluindo uma 
cadeia de carboidratos) reunido com a B;-microglobulina 
interage com uma região situada entre os domínios Cy2 e 
Cy3 do Fc (Figura 3.18). A interação inclui três ligações 
salinas estabelecidas com as moléculas de histidina (His) da 
IgG, que têm cargas positivas no pH < 6,5. Quando o pH é 
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Transferência fetal da IgG materna 


Transferência neonatal da IgG do leite materno 


Transporte bidirecional de IgG 
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Figura 3.17 Função do receptor neonatal para IgG (FcRn) nas células epiteliais. (a) O receptor FcRn está presente na placenta, 
onde desempenha a importante função de transferir a IgG materna para a circulação fetal. Isso confere proteção antes que o feto 
adquira imunocompetência. Além disso, fica evidente que qualquer agente infeccioso que possa chegar ao feto in utero precisa 
primeiramente passar pelo sistema imune materno; desse modo, o feto depende do sistema imune materno para obter a IgG 
produzida com especificidades de ligação apropriadas. Essa IgG materna também confere proteção ao recém-nascido, porque são 
necessárias algumas semanas depois do nascimento até que a IgG transferida seja por fim totalmente catabolizada. (b) Nos 
roedores, estudos demonstraram claramente (embora isso ainda não esteja comprovado nos seres humanos) que há transporte 
epitelial de IgG do leite materno através das células epiteliais do recém-nascido. A IgG liga-se ao FcRn em pH de 6,0, é levada para 
dentro da célula no interior de uma vesícula recoberta por clatrina e liberada no pH da superfície basal. O movimento direcionado 
da IgG é conseguido pelo efeito assimétrico do pH na interação entre a Ig e o receptor. Os camundongos geneticamente 
suprimidos (knock-out) que não possuem FcRn não conseguem adquirir as imunoglobulinas maternas no período neonatal, Além 
disso, a meia-vida da IgG é extremamente abreviada nesses animais e isso é compatível com a função do FcRn como receptor 
protetor que impede a decomposição da IgG e, desse modo, permite sua reciclagem para a circulação. A meia-vida da IgG é 
relativamente longa, quando comparada com as meias-vidas da IgA e da IgM; isso permite que as respostas ao antígeno sejam 
sustentadas por muitos meses depois da infecção. (c) Outra função do FcRn pode ser a de um receptor de transporte bidirecional. 
A ligação da IgG à superfície não Iluminar da célula epitelial pode ocorrer depois da endocitose quando o pH é mais favorável 
dentro dos endossomos. Desse modo, esse receptor pode oferecer um mecanismo para a imunovigilância das mucosas, 
transferindo-se de um lado para outro da célula epitelial, liberando IgG no lumen intestinal e, em seguida, retornando os mesmos 
anticorpos na forma de imunocomplexos para estimular as células B pelas células dendríticas foliculares. 


mais alto, as moléculas de His perdem suas cargas positivas, 
a interação FcRn-IgG é enfraquecida e ocorre a dissociação 


da IgG. 


IgA secretória 


A IgA aparece seletivamente nos líquidos seromucosos, tais 
como saliva, lágrimas, secreções nasais, suor, colostro, leite e 
secreções dos tratos respiratório, geniturinário e gastrintesti- 
nal, onde defende as superfícies externas expostas do corpo 
contra o ataque dos microrganismos. Essa função é impor- 
tante, porque cerca de 40 mg de IgA secretória/kg de peso 
corporal são transportados diariamente através das criptas do 
epitélio intestinal dos seres humanos para as superfícies 
mucosas, em comparação com a produção diária total de 
30 mg/kg de IgG. 

A IgA é sintetizada localmente pelos plasmócitos e dime- 
rizada no compartimento intracelular junto com um polipep- 
tídio rico em cisteína (conhecido como cadeia J) com peso 
molecular de 15.000. A IgA dimérica liga-se firmemente a 
um receptor de Ig polimérica (receptor de poli-Ig — ou 
pIgR — que também se liga à IgM polimérica) presente na 


membrana das células dos epitélios mucosos. Em seguida, o 
complexo sofre endocitose ativa, é transportado no cito- 
plasma e secretado nos líquidos corporais externos depois da 
clivagem da cadeia peptidica do pIgR. O fragmento do recep- 
tor que permanece ligado à IgA é conhecido como compo- 
nente secretório, enquanto a molécula inteira é descrita como 


IgA secretória (Figura 3.19). 


Isótipos, alótipos e idiótipos: as variantes 
dos anticorpos 


Por motivos de conveniência, a variabilidade dos anticorpos 
é subdividida em três tipos. Os isótipos são as variantes pre- 
sentes em todos os membros saudáveis de uma espécie: as 
classes e as subclasses das imunoglobulinas são exemplos de 
variação isotípica envolvendo a região constante da cadeia 
pesada. Os alótipos são as variantes herdadas como alterna- 
tivos (alelos) e, por essa razão, não estão presentes em todos 
os membros saudáveis de uma espécie que herda determinado 
alótipo. Os alótipos ocorrem basicamente como variantes dos 
genes da região constante da cadeia pesada — nos seres 
humanos, em todas as quatro subclasses de IgG, na IgA2 e 
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Figura 3.18 Estrutura da ligação do receptor Fc neonatal do 
rato ao Fc da IgG. O Fc heterodimérico (hdFc) está ilustrado 
com a cadeia de ligação do FcRn em vermelho e a cadeia que 
não participa da ligação em laranja. A cadeia laranja sofreu 
mutações em várias posições de modo a eliminar a ligação do 
FcRn. Quando a molécula homodimérica normal é utilizada, 
formam-se estruturas de faixas oligoméricas nas quais os 
dímeros de FcRn estão interligados por Fc e, desse modo, 
impedem a cristalização. Os três domínios do FcRn estão 
ilustrados em azul-escuro (dois deles estão reunidos na parte 
inferior da figura nesse plano) e a B;-microglobulina, em 
azul-claro. Uma parte do domínio «>, um carboidrato N-ligado a 
esse domínio e a terminação C da P,-microglobulina formam a 
superfície lateral do FcRn da região de interação. As moléculas 
localizadas na interface dos dominios C„2 e C3 formam a 
superfície Fc da região de interação. (Segundo Martin W.L. et al. 
[2001] Molecular Cell 7, 867.) 


na IgM. A nomenclatura dos alótipos das imunoglobulinas 
humanas baseia-se no isótipo no qual está presente (p. ex., 
Glm define os alótipos de uma cadeia pesada da IgG1; Km 
define os alótipos das cadeias leves K), seguidos de um sistema 
de numeração adotado pela OMS. 

A região variável de um anticorpo pode funcionar como 
antígeno, e os determinantes singulares dessa região, que a 
diferenciam da maioria dos outros anticorpos dessa espécie, 
são conhecidos como determinantes idiotípicos. Desse modo, 
o idiótipo de um anticorpo consiste em um conjunto de 
determinantes idiotípicos, cada qual conhecido como idió- 
topo. Em geral, os anticorpos anti-idiotípicos policlonais 
reconhecem um conjunto de idiótopos, enquanto os anticor- 
pos anti-idiotípicos monoclonais reconhecem um único idió- 
topo. Osidiótipos geralmente são específicos para determinado 
clone de anticorpos (idiótipos privados), mas algumas vezes 
são compartilhados por diferentes clones de anticorpos (idió- 
tipos públicos, recorrentes ou de reatividade cruzada). Um 
anticorpo anti-idiotípico pode reagir com determinantes dis- 
tantes da região de ligação do antígeno; pode acoplar-se à 
região de ligação e expressar a imagem do antígeno; ou pode 
reagir com determinantes próximos da região de ligação e 
interferir no acoplamento do antígeno. Nos camundongos, o 
sequenciamento de um anticorpo anti-idiotípico produzido 
contra um anticorpo específico para o antígeno polipeptídico 
GAT revelou um CDR3 com sequência de aminoácidos idên- 
tica à do epítopo do antígeno (ou seja, o anticorpo anti- 
-idiotípico contém uma imagem real do antígeno, mas isso 
provavelmente é uma exceção em vez de a regra). 
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Figura 3.19 Secreção de IgA na 
superfície das mucosas. A célula da 
mucosa sintetiza um receptor para Ig 
polimérica (plgR), que depois é 
introduzido na membrana basal. A IgA 
dimérica liga-se ao seu receptor e é 
transportada por meio de um vacúolo 
endocítico para a superfície apical. A 
clivagem do receptor libera a IgA 
secretória ainda ligada a uma parte do 
receptor conhecida como componente 
secretório. Observe como a clivagem 
do receptor causa assimetria, que 
ativa o transporte dos dimeros de IgA 
para a superfície das mucosas 
(exatamente em direção contrária à 
transcitose da IgG do leite materno, 
conforme ilustrado na Figura 3.17). 
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Genética da diversidade e da função 
dos anticorpos 


Os genes dos anticorpos são produzidos por 
recombinação somática 


O repertório de imunoglobulinas é codificado por vários seg- 
mentos dos genes da linhagem germinativa, que desenvolvem 
diversificação somática nas células B em formação. Desse 
modo, embora os componentes básicos necessários para 
formar um repertório de imunoglobulinas sejam hereditários, 
o repertório de anticorpos de um indivíduo adulto é formado 
essencialmente durante sua vida por alteração dos genes her- 
dados da linhagem germinativa. 

Em 1976, Hozumi e Tonegawa publicaram a primeira 
evidência de que os genes das imunoglobulinas reagrupam-se 
por recombinação somática (Marco histórico 3.2). Como a 
recombinação somática requer a redistribuição do DNA das 
células somáticas (em vez das células germinativas), os genes 
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recém-combinados não são herdados. Por essa razão, o reper- 
tório básico de imunoglobulinas difere ligeiramente de um 
indivíduo para outro e modifica-se ainda mais durante sua 
vida em razão da exposição aos diferentes antígenos. 


Segmentos e loci variáveis dos genes 
das imunoglobulinas 


Nos seres humanos, os /oci das cadeias leves e pesadas variáveis 
contêm vários segmentos gênicos, que são reunidos por 
recombinação somática para formar o éxon final da região V. 
A região variável da cadeia pesada humana é construída a 
partir da reunião de três segmentos gênicos — V (variável), 
D (diversidade) e J (junção) — enquanto o gene variável da 
cadeia leve é construído pela reunião de dois segmentos 
gênicos (V e J). Conforme ilustrado na Figura 3.20, existem 
vários segmentos V, D e J nos loci das cadeias leves e pesadas. 

Os genes Vy humanos foram mapeados no cromossomo 
14, embora genes órfãos de IgH também tenham sido iden- 


tórico 3.2 Prêmio Nobel de 1987 em 


Susumu Tonegawa foi agraciado com o Prêmio Nobel de 
1987 em Fisiologia ou Medicina por “sua descoberta das 
bases genéticas da produção da diversidade de 
anticorpos”. Em seu trabalho publicado em 1976, Tonegawa 
realizou análises de Southern blot da enzima de restrição 
digerida do DNA das células linfoides e não linfoides e 
demonstrou que os genes constantes e variáveis das 
imunoglobulinas estavam distantes uns dos outros no 
genoma das células da linhagem germinativa. O DNA dos 
embriões tinha dois componentes quando era hibridizado 


IgH, cromossomo 14: 


com sondas de RNA específicas para: (i) regiões constantes 
e variáveis; e (ii) apenas região constante, embora as duas 
sondas ficassem localizadas em uma única banda quando 
eram hibridizadas para o DNA originado da célula do 
plasmocitoma secretor de anticorpos. Esse autor sugeriu 
que os padrões diferenciados de hibridização poderiam ser 
explicados se os genes constantes e variáveis estivessem 
distantes uns dos outros no DNA da linhagem germinativa, 
mas que se aproximavam para codificar o gene completo 
das imunoglobulinas durante a diferenciação linfocitária. 
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Figura 3.20 Loci das imunoglobulinas humanas. A figura ilustra representações esquemáticas dos /oci da cadeia pesada (ao alto) 
e das cadeias leves lambda (no meio) e kappa (embaixo). O locus da cadeia pesada humana está localizado no cromossomo 14 e 
consiste em cerca de 38 a 46 genes Vy funcionais, 27 genes Dy e seis genes Jy, que estão organizados em grupos proximais às 
regiões constantes. O locus lambda humano está situado no cromossomo 22 e consiste em cerca de 30 segmentos de genes V, 
funcionais e cinco de genes J, funcionais, cada segmento J seguido de um segmento constante. O /ocus kappa humano esta 
localizado no cromossomo 2 e é formado por 34 a 40 genes V, funcionais e cinco genes J, funcionais, com os segmentos J 
aglomerados nas regiões proximais da região constante. L, sequência direcionadora. 
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tificados nos cromossomos 15 e 16. O locus V humano é 
altamente polimorfo e pode ter evoluído por duplicação, 
deleção e recombinação repetidas do DNA. Os polimorfis- 
mos observados no repertório da linhagem germinativa são 
devidos à inserção ou à deleção de segmentos gênicos, ou à 
ocorrência de alelos diferentes no mesmo segmento. Alguns 
pseudogenes, incluindo alguns que são mais conservados e 
contêm poucas mutações pontuais e outros que são mais 
divergentes e apresentam mutações numerosas, também estão 
localizados nos loci das imunoglobulinas. Existem cerca de 
100 genes Vy humanos, que podem ser agrupados em sete 
famílias com base na homologia das sequências; essas famílias 
podem ser subdivididas em três clás. Os membros de deter- 
minada família apresentam homologia de sequência de cerca 
de 80% no nível dos nucleotídios. O repertório de cadeias 
pesadas funcionais é formado a partir de cerca de 50 genes 
Vu funcionais, 27 genes Dy e seis genes Jy. O locus À humano 


está localizado no cromossomo 22, com cerca de 33 a 36 seg- 
mentos de genes V; funcionais e cinco de genes J, funcionais. 
Os genes V; podem ser agrupados em 10 famílias, que são 
subdivididas em sete clas. O locus x humano localizado no 
cromossomo 2 é composto por cerca de 34 a 40 genes V, 
funcionais e cinco genes J, funcionais no total. Entretanto, o 
locus « contém uma duplicação grande da maioria dos genes 
Vo e embora sejam funcionais, a maioria dos genes V, deste 
último grupo raramente é utilizada. 

Os /oci das imunoglobulinas também contêm elementos 
reguladores (Figura 3.21), tais como um segmento octamé- 
rico conservado e o boxe TATA das regiões promotoras. As 
sequências direcionadoras também são encontradas nas 
regiões proximais dos segmentos variáveis, enquanto os ele- 
mentos promotores também estão presentes nos loci para 
facilitar a transcrição produtiva. 
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Figura 3.21 Elementos reguladores dos loci das imunoglobulinas. Cada segmento VDJ que codifica a região variável está 
associado a uma sequência direcionadora. Em posição ligeiramente proximal está situado o boxe TATA do promotor (que se liga à 
RNA-polimerase Il) e a molécula octamérica que é uma das diversas sequências curtas que se ligam aos fatores de transcrição 
reguladores transativos. Os promotores da região V são relativamente inativos e apenas sua combinação com os facilitadores, que 
também são formados por sequências curtas capazes de ligar-se às proteínas nucleares, aumenta a taxa de transcrição até os 
níveis típicos das células B secretoras em atividade. Os facilitadores estão situados perto das regiões que controlam a permuta de 
uma região constante por outra da mesma classe de Ig (p. ex., IgM para IgG; Figura 3.27). Os transcritos primários são iniciados 20 
nucleotídios distais ao boxe TATA e estendem-se além da extremidade da região constante. Esses transcritos são separados, 
clivados na posição 3' e poliadenilados para formar o mRNA que possa ser traduzido. 


Figura 3.22 Visão geral da 
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germinativa são reunidos por 
recombinação somática no /ocus da 
cadeia pesada. Em seguida, o 
segmento dos genes variáveis (V) é 
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reunido com o gene D-J recombinado 
e forma o éxon totalmente 
recombinado da cadeia pesada. Nos 
loci das cadeias leves, a recombinação 
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somática ocorre apenas com os 
segmentos V e J. O DNA recombinado 
é transcrito e o produto primário de 
RNA é separado de modo a reunir as 
regiões variáveis e constantes. A 
molécula do mRNA separado é 
traduzida para produzir a proteína 
imunoglobulina. A contribuição dos 
diferentes segmentos de genes para a 
sequência do polipeptídio está 
ilustrada com relação a uma das 
cadeias pesadas. H, dobradiça. 


Recombinação V(D)J e diversidade combinatória 


A reunião desses segmentos gênicos, conforme ilustrado na 
Figura 3.22, é conhecida como recombinação V(D)J. A 
recombinação V(D)J é um processo estritamente regulado e 
ordenado. O éxon da cadeia leve é construído a partir da 
reunião de um único segmento de genes V a J. Entretanto, 
no locus da cadeia pesada, um segmento D é reunido primei- 
ramente com um segmento J e em seguida o segmento V é 
reunido à sequência DJ combinada. O DNA redistribuído é 
transcrito, o transcrito de RNA é separado de modo a reunir 
o éxon da região V e o éxon da região C e, por fim, o mRNA 
separado é traduzido para produzir a imunoglobulina final. 
Vários genes singulares das imunoglobulinas podem ser 
produzidos pela reunião de diferentes combinações de segmen- 
tos V, D e J nos loci das cadeias leves e pesadas. A formação da 
diversidade do repertório de imunoglobulinas por meio da 
reunião de vários segmentos gênicos é conhecida como diver- 
sidade combinatória. A diversidade também é ampliada pelo 
pareamento das diferentes cadeias pesadas com as diferentes 
cadeias leves lambda ou kappa. Por exemplo, o repertório pos- 
sivel de cadeias pesadas é de cerca de 50 Vy X 27 Dy X 6 Ju 
=8,1 X 10º combinações diferentes. Do mesmo modo, existem 
cerca de 165 (33 V; X 5J,) e 200 (40 Vx X 5 Jx) combinações 
diferentes, totalizando 365 combinações de cadeias leves. Se 
considerarmos que cada cadeia pesada poderia combinar-se 
com cada cadeia leve, então a diversidade do repertório de 
imunoglobulinas é muito grande — na ordem de 3 X 10°. Por 
fim, a diversidade é ampliada ainda mais durante a recombi- 
nação dos segmentos gênicos e pela hipermutação somática, 
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Figura 3.23 Sequência de sinais de recombinação. A 
sequência de sinais de recombinação (RSS) é formada por 
sequências heptamérica e nonamérica conservadas e 
separadas por um espaçador variável de 12 ou 23 nucleotídios. 
A recombinação eficiente ocorre entre os segmentos com um 
espaçador de 12 nucleotidios e um espaçador de 23 
nucleotidios. As RSS com espaçadores de 23 nucleotidios 
flanqueiam os segmentos V e J do locus da cadeia pesada, os 
segmentos J do locus kappa e os segmentos V do locus 
lambda, enquanto RSS com espaçadores de 12 nucleotídios 
ladeiam os segmentos D do locus das cadeias pesadas, os 
segmentos V do locus kappa e os segmentos J do locus 
lambda. 


D 5' - CACAGTG - espaçador de 23 pares de bases - ACAAAAACC-3' 
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conforme explicado nas seções subsequentes. Desse modo, 
embora o número de segmentos gênicos da linhagem germina- 
tiva pareça ser limitado, é possível gerar um repertório incrivel- 
mente diverso de imunoglobulinas. 


Sequência de sinais de recombinação 


A sequência de sinais de recombinação (RSS, do inglés, 
recombination signal sequence) ajuda a orientar a recombinação 
entre segmentos de genes correspondentes. A RSS (Figura 3.23) 
é uma sequência não codificadora que flanqueia os segmentos 
dos genes codificadores. Essa sequência é constituída por 
sequências heptaméricas e nonaméricas conservadas, que estão 
separadas por um espaçador variável de 12 ou 23 nucleotídios. 
A recombinação eficiente ocorre entre os segmentos com um 
espaçador de 12 nucleotídios e um espaçador de 23 nucleotí- 
dios. Essa regra de “12/23” ajuda a garantir que os segmentos 
gênicos apropriados sejam reunidos. 

No locus Vy, os segmentos V e J estão ladeados pelas RSS 
com um espaçador de 23 nucleotídios, enquanto os segmen- 
tos D estão flanqueados por RSS com um espaçador de 12 
nucleotidios. Nos Jci das cadeias leves, os segmentos V, estão 
ladeados por RSS com espaçadores de 12 nucleotídios, os 
segmentos J, estão flanqueados por RSS com espaçadores de 
23 nucleotidios, mas essa combinação é invertida no locus 


lambda. 


O complexo da recombinase 


A recombinase V(D)J é um complexo de enzimas que medeiam 
a recombinação somática dos segmentos dos genes das imuno- 
globulinas (Figura 3.24). Os produtos genéticos dos genes ati- 
vadores da recombinação 1 e 2 (RAG-1 e RAG-2) são enzimas 
linfocitárias específicas para a recombinação V(D)J. Nas pri- 
meiras etapas da recombinação V(D)J, o complexo RAG liga-se 
às sequências de sinais de recombinação e, em associação às 
proteínas do grupo de alta mobilidade (HMG, do inglês, high 
mobility group) envolvidas na dobradura do DNA, as duas 
sequências de sinais de recombinação são reunidas. Ao contrá- 
rio das enzimas RAG específicas das células linfoides, as pro- 
teínas HMG são expressas por todas as células. 

Em seguida, um corte de fita simples é introduzido entre 
a extremidade 5' do heptâmero da sequência de sinais de 
recombinação e o segmento codificador. Esse corte resulta em 
um grupo OH 3' livre, que ataca a fita de DNA antiparalela 
oposta por uma reação de transesterificação. Esse ataque 
resulta em uma quebra do DNA de dupla hélice e na forma- 
ção de “grampos de cabelo” selados covalentemente nas duas 
pontas codificadoras e na formação das extremidades de sinais 
“rombas”. Nesse estágio, forma-se um complexo pós-cliva- 
gem, no qual a recombinase RAG permanece associada às 
extremidades do DNA. 

Por fim, a quebra do DNA é reparada pelo sistema de 
reunião de pontas não homólogas. As sequências de sinais de 
recombinação são reunidas precisamente para formar a arti- 
culação de sinais. Por outro lado, nucleotídios podem ser 
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Ligação e sinapse do complexo RAG 
(RAG-1, RAG-2 e proteínas HMG) 


Complexo RAG 


| Formação do “grampo de cabelo” (ilustrado 
em vermelho) (reação de transesterificação) 


(complexo NHEJ) 


Figura 3.24 A recombinase V(D)J. Nas 
primeiras etapas da recombinação V(D)J, as 
proteínas RAG-1 e RAG-2 combinam-se com 
as sequências de sinais de recombinação. 
Em seguida, um corte da fita simples é 


Se PENN TONIKA Supe introduzido entre a extremidade 
| é flexionado para aproximar 3 as po 
as duas sequências de sinais 5'-heptamérica da sequência de sinais de 
= de recombinação recombinagao e o segmento codificador, 


originando um grupo 3'-OH livre, que medeia 
uma reação de transesterificação. Essa 
reação resulta na formação dos “grampos de 
cabelo” das pontas codificadoras do DNA. A 
clivagem dos “grampos de cabelo” e a 
resolução do complexo pós-clivagem pelas 
proteínas de reunião de pontas não 
homólogas (NHEJ) resultam na formação de 
pontas de sinalização e codificação 
separadas nas etapas finais da 
recombinação V(D)J. 
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Figura 3.25 A diversidade juncional amplia ainda mais o repertório 
imune. O repertório de imunoglobulinas também é diversificado durante a 
clivagem e a recomposição dos “grampos de cabelo” das pontas 
codificadoras pela deleção de quantidades variáveis de nucleotídios da 
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extremidade codificadora, o acréscimo dos nucleotídios N pela 
desoxinucleotidil-transferase terminal (TdT) e os nucleotídios palindrômicos 
(P) que se formam em consequência do preenchimento pré-moldado dos 
“grampos de cabelo” codificadores clivados assimetricamente. A TdT 
acrescenta randomicamente nucleotídios às extremidades do DNA 
(nucleotídios N), e os pares terminais da hélice simples, possivelmente 
(mas não necessariamente) com nucleotídios complementares (TG na 
hélice superior e AC na hélice inferior). O desbaste pela exonuclease para 
remover os nucleotídios não pareados e o complexo de reparação do DNA 
atuam de modo a recompor o DNA separado. 


perdidos ou acrescentados durante o reparo das extremidades 
codificadoras (Figura 3.25). A diversidade juncional é a 
diversificação dos éxons das regiões variáveis em consequência 
da reunião imprecisa das extremidades codificadoras. 
Primeiramente, um pequeno número de nucleotídios 
geralmente é deletado da extremidade codificadora por uma 
exonuclease desconhecida. Além disso, a diversidade juncio- 
nal inclui o acréscimo potencial de dois tipos de nucleotídios: 
nucleotídios P e nucleotídios N. As sequências palindrômi- 
cas resultantes da clivagem assimétrica e do preenchimento 


mediado por molde dos “grampos de cabelo” codificadores 


são conhecidas como nucleotídios P. Os nucleotidios N são 
produzidos pelo acréscimo sem molde de nucleotídios às 
extremidades codificadoras, que é mediado pela enzima deso- 
xinucleotidil-transferase terminal (TdT). Embora os nucleo- 
tídios P e N e a deleção da extremidade codificadora e seus 
nucleotídios ajudem a diversificar acentuadamente o repertó- 
rio das imunoglobulinas, o acréscimo desses nucleotídios 
também pode resultar na formação de genes receptores “fora 
do padrão”. 

Como também ocorre com o complexo da recombinase 
RAG, o sistema de reparo do DNA funciona como um 


complexo proteico. Entretanto, ao contrário da recombinase, 
as proteínas articuladoras de extremidades não homólogas são 
expressas por todas as células. Nas primeiras etapas da repa- 
ração do DNA, as proteínas Ku70 e Ku80 formam um hete- 
rodímero que se liga às pontas quebradas do DNA. O 
complexo Ku recruta a subunidade catalítica da proteinoqui- 
nase DNA-dependente (DNA-PKcs), que é uma proteino- 
quinase de serina-treonina. Em seguida, a DNA-PKcs ativada 
recruta e fosforila a XRCC4 e a Artemis. Artemis é uma 
endonuclease que abre as extremidades codificadoras dos 
“grampos de cabelo”. Por fim, a DNA-ligase IV liga-se à 
XRCC4 e forma um complexo de ligação das extremidades; 
esse complexo medeia as etapas finais de ligação e preenchi- 
mento necessários à formação das articulações codificadoras 
e sinalizadoras. 


Regulação da recombinação V(D)J 


A recombinação V(D)J e o complexo da recombinase preci- 
sam ser rigorosamente controlados para evitar a destruição 
descontrolada do genoma celular. Por exemplo, a recombina- 
ção V(D)J anômala foi associada a alguns linfomas de células 
B. A recombinação V(D)J é regulada principalmente pelo 
controle da expressão do complexo da recombinase e da aces- 
sibilidade dos segmentos gênicos aos estimuladores e promo- 
tores adjacentes. Como mencionado, as atividade das RAG-1 
e RAG-2 são específicas das células linfoides, e outro meca- 
nismo regulador é representado pela hiporregulação da ativi- 
dade dessas enzimas durante os estágios apropriados do 
desenvolvimento das células B. A acessibilidade diferenciada 
dos segmentos gênicos ao complexo da recombinase, que 
pode ser conseguida alterando-se a estrutura da cromatina, 
também desempenha um papel importante de modo a garan- 
tir que os segmentos gênicos apropriados sejam recombinados 
na ordem certa. Os elementos de controle da transcrição cis- 
-ativados (incluindo estimuladores e promotores) também 
ajudam a regular a recombinação. Embora não seja uma regra 
rígida e simples, a transcrição de determinados elementos 
reguladores parece correlacionar-se com a recombinação dos 
genes adjacentes. Essa transcrição estéril (ou improdutiva) 
pode, de alguma maneira, ajudar a orientar as proteínas neces- 
sárias ou modular a acessibilidade aos genes. Por fim, além de 
direcionar a recombinação entre os segmentos gênicos apro- 
priados, as sequências exatas da própria RSS, assim como as 
sequências dos próprios segmentos gênicos, podem influen- 
ciar a eficiência da reação de recombinação. 


Hipermutação somática 


Depois da ativação por um antígeno, as regiões variáveis das 
cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas são diversificadas 
ainda mais por hipermutação somática. A hipermutação 
somática consiste na introdução de mutações pontuais não 
modeladas (nontemplated) nas regiões V das células B em 
proliferação rápida nos centros germinativos dos folículos 
linfoides. A hipermutação somática ativada por antígeno dos 
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genes variáveis das imunoglobulinas pode resultar no aumento 
da afinidade de ligação do receptor da célula B ao seu ligante 
correspondente. Como as células B com imunoglobulinas de 
maior afinidade podem competir mais eficazmente pelas 
quantidades limitadas de antígenos presentes, há aumento da 
afinidade média dos anticorpos produzidos durante uma res- 
posta imune. Esse aumento da afinidade média das imuno- 
globulinas é conhecido como maturação de afinidade. 

A hipermutação somática ocorre a uma taxa alta, possi- 
velmente na ordem aproximada de 1 X 10? mutações por 
par de bases por geração, ou seja, cerca de 10° vezes maior 
que a taxa de mutação dos genes “administrativos” da célula. 
Há uma tendência no sentido das mutações de transição, e 
os “pontos quentes de mutação” das regiões variáveis estão 
localizados nos fragmentos RGWY (R = purina, Y = pirimi- 
dina, W = A ou T). Os mecanismos exatos por meio dos quais 
as mutações são introduzidas e direcionadas preferencial- 
mente às regiões V apropriadas, enquanto as regiões constan- 
tes dos loci das imunoglobulinas continuam protegidas, não 
estão totalmente esclarecidos e são temas de estudos atuais. A 
transcrição por meio da região V alvo parece ser necessária, 
mas não é necessariamente suficiente para a hipermutação 
somática. Além disso, estudos demonstraram que a citidina- 
-desaminase induzida por ativação (AID) é essencial à 
hipermutação somática e à recombinação com permuta de 
classe. 

A AID é uma citidina-desaminase capaz de realizar a 
desaminação dirigida de C por U e mostra muitas semelhan- 
ças com a enzima de edição do RNA conhecida como 
APOBEC-1. Existem duas hipóteses atuais sugeridas para 
explicar o mecanismo pelo qual a AID atua, uma favorecendo 
a edição do RNA e outra, a desaminação do DNA. É possível 
que a AID reconheça e atue em um mRNA precursor ou, 
mais provavelmente, que essa enzima desamine diretamente 
o DNA de modo a produzir discrepâncias de U:G. O meca- 
nismo exato por meio do qual a AID consegue regular dife- 
rentemente a hipermutação somática e a recombinação por 
permuta de classes é tema de estudos atuais e pode depender 
das interações de cofatores específicos com domínios especi- 
ficos da AID. 

Desse modo, a diversidade do repertório das imunoglo- 
bulinas é produzida por: (i) reunião combinatória dos seg- 
mentos gênicos; (ii) diversidade juncional; (iii) pareamento 
combinatório das cadeias leves e pesadas; e (iv) hipermutação 
somática das regiões V. 


Conversão gênica e diversificação do repertório 


Embora os camundongos e os seres humanos utilizem a diver- 
sidade combinatória e juncional como mecanismo para pro- 
duzir um repertório variado, em muitas espécies (incluindo 
aves, bovinos, suínos, ovinos, equinos e coelhos), a recombi- 
nação V(D)J resulta na reunião e na expressão de um único 
gene funcional. Desse modo, a diversificação do repertório é 
conseguida por conversão gênica, um processo no qual os 
pseudogenes V são usados como moldes a serem copiados 
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dentro do éxon da região variável reunida. A diversificação 
também pode ser ampliada pela hipermutação somática. 

O processo de conversão gênica foi identificado inicial- 
mente nas galinhas, nas quais as células B imaturas têm o 
mesmo éxon da região variável. Durante o desenvolvimento 
das células B na bolsa de Fabricius, as células B em prolifera- 
ção rápida sofrem conversão gênica para diversificar o reper- 
tório das imunoglobulinas (Figura 3.26). Fragmentos das 
sequências originadas dos pseudogenes das regiões variáveis 
da linhagem germinativa, que se localizam em posição proxi- 
mal aos genes V funcionais, são introduzidos nas regiões V, 
e Vy. Esse processo ocorre nas placas de Peyer dos bovinos, 
suínos e equinos, bem como nos apêndices dos coelhos. Nos 
mamíferos, esses tecidos linfoides associados ao intestino são 
os equivalentes da bolsa de Fabricius dessas espécies. 


Recombinação por permuta de classes 


As células B que expressam IgM depois da estimulação anti- 
gênica nos centros germinativos dos órgãos linfoides secun- 
dários, tais como baço e linfonodos, fazem recombinação por 
permuta de classes. A recombinação por permuta de classes 
(CSR, do inglês, class switch recombination) permite que o 
éxon da região constante da IgH de determinado anticorpo 
seja permutado por um éxon alternativo, originando a expres- 
são de anticorpos com a mesma especificidade antigênica mas 
de isótipos diferentes, e consequentemente com funções efe- 
toras diferentes, conforme descrito antes. A CSR ocorre por 
meio de uma recombinação do DNA deletado no locus da 
IgH (Figura 3.27), um processo estudado detalhadamente 
nos camundongos. Os éxons das regiões constantes dos isó- 
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Figura 3.27 A recombinação por permuta de classes permite a expressão de diferentes isótipos de anticorpos. 

A recombinação por permuta de classes consiste na recombinação do DNA nas sequências repetitivas conhecidas como regiões S 
(ou de permuta) e esta figura ilustra a permuta de IgM por IgE no locus da cadeia pesada do camundongo. A permuta por um 
isótipo de IgE começa com a transcrição da linhagem germinativa a partir do promotor localizado em posição proximal ao éxon da 
região constante e a recombinação entre as regiões Su e Se. Essa reação de recombinação do DNA coloca o éxon da região 
constante da IgE em posição distal ao éxon da região variável. Os éxons remanescentes das regiões de permuta e constantes são 
deletados e formam um círculo epissômico. A transcrição do DNA recombinado resulta no mRNA da IgE, que pode ser traduzido 


para produzir a imunoglobulina correspondente. 


tipos da IgD, IgG, IgE e IgA estão localizados em posição 
proximal ao éxon da IgM (Cu) e a CSR ocorre entre as 
regiões S ou de permuta. As regiões S são sequências repeti- 
tivas, que geralmente são ricas em G, estão localizadas na fita 
não utilizada como molde e localizam-se nas regiões proxi- 
mais de cada éxon da Cy. As quebras introduzidas no DNA 
de duas regiões S e a fusão dessas regiões resultam na recom- 
binação do locus Cy, por meio da qual o éxon variável é 
reunido a um éxon de outra região constante. O DNA situado 
entre as duas regiões de permuta é excisado e forma um 
círculo epissômico. Por fim, o splicing alternativo do trans- 
crito primário de RNA produzido a partir do DNA recom- 
binado origina as imunoglobulinas secretadas ou ligadas à 
membrana. 

Antes da recombinação entre as regiões de permuta, a 
transcrição é iniciada por um promotor localizado em posição 


Estrutura e função dos anticorpos 

E Os anticorpos reconhecem materiais estranhos e 
facilitam sua eliminação. 

E Os anticorpos são moléculas com forma de Y ou T, 
nas quais os braços da molécula (Fab) 
reconhecem o material estranho e a haste (Fc) 
interage com as moléculas imunes que resultam 
na eliminação do material estranho recoberto pelos 
anticorpos. 

E Os anticorpos constituem uma estrutura de quatro 
cadeias, que consistem em duas cadeias pesadas 
e duas cadeias leves idênticas. 

m As regiões N-terminais das cadeias pesadas e das 
cadeias leves formam os dois segmentos Fab 
idênticos, que estão ligados à haste Fc da 
molécula que consiste nas regiões C-terminais das 
cadeias pesadas. 

m As extremidades dos segmentos Fab consistem 
nas regiões das sequências variáveis de 
aminoácidos, que estão envolvidas na ligação ao 
antígeno e, desse modo, conferem a cada 
anticorpo sua especificidade singular. O repertório 
de anticorpos humanos é vasto e permite o 
reconhecimento de praticamente qualquer 
configuração molecular. 

E A haste Fc da molécula tem uma sequência mais 
conservada e participa da ligação às moléculas 
efetoras, tais como complemento e receptores Fc. 

E As diferenças das regiões Fc determinam as 
diferentes classes e subclasses dos anticorpos ou 
imunoglobulinas (lg). 

m Existem cinco classes diferentes de lg — IgG, IgM, 
IgA, IgD e IgE — que desempenham funções 
diferentes na proteção imune. Esses anticorpos 
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proximal a um éxon, que precede a todos os genes Cy capazes 
de fazer CSR — o éxon interveniente (I). Esses transcritos da 
linhagem germinativa incluem os éxons das regiões I, Se C 
e não parecem codificar qualquer proteína funcional. 
Entretanto, essa transcrição da linhagem germinativa é neces- 
sária, embora não seja suficiente para estimular a CSR. O 
mecanismo exato responsável pela CSR é tema de estudos 
atuais, mas algumas evidências indicam que a AID (descrita 
anteriormente) esteja envolvida na hipermutação somática e 
ajude a mediar a CSR, junto com alguns componentes da via 
de reunião de extremidades não homólogas e vários outros 
sistemas de reparo do DNA. A reunião das regiões S pode ser 
mediada pela combinação com promotores e estimuladores 
da transcrição, fatores cromatínicos, proteínas de reparo do 
DNA e fatores associados à AID, ou pelas interações entre as 
próprias sequências da região S. 


também demonstram estados diferentes de 
polimerização. 

E A estrutura dos anticorpos é organizada em 
domínios baseados em uma disposição em lâmina 
P, que também é conhecida como dobra da 
imunoglobulina. 

m Com a IgG, os segmentos Fab, formados por dois 
domínios variáveis e dois domínios constantes, 
estão ligados ao Fc por uma região de dobradiça 
flexível, que consiste em quatro domínios 
constantes. 

E A flexibilidade é um aspecto importante da 
estrutura do anticorpo, porque permite a interação 
com antígenos e moléculas efetoras em diversas 
condições. 


Interação do anticorpo com as moléculas efetoras 

E A IgG ativa o complemento depois de ligar-se ao 
C1q quando se acumula ao redor de um antígeno 
(p. ex., um patógeno). A IgM é quase polivalente, 
mas depois de ligar-se a um antígeno sofre uma 
alteração de conformação de modo a ligar-se ao 
Cia. 

E Os receptores leucocitários estão descritos para 
IgG, IgA e IgE e, com a ligação de um antígeno 
combinado com um anticorpo, ativam os 
mecanismos efetores como a fagocitose, a 
citotoxicidade celular dependente de anticorpo e 
as respostas inflamatórias agudas. A interação 
entre o anticorpo e os receptores Fc também pode 
desempenhar uma função imunomoduladora. 

E As estruturas dos receptores Fc de IgG e do 
receptor Fc de IgE dos mastócitos e o tipo de 
interação dos receptores com a Ig parecem ser 
muito semelhantes. Contudo, o receptor de IgA 
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tem estrutura diferente e interage por outros 
mecanismos com essa IgA. 

E A IgG interage com o receptor neonatal FcRn e 
estimula o transporte da IgG da mãe para a 
criança, mantendo a meia-vida longa dessa IgG no 
soro. 


Visão geral das classes de Ig 

E A IgG é um monômero e o anticorpo principal no 
soro e nos tecidos (exceto mucosas), onde inativa 
os patógenos diretamente e por meio de sua 
interação com as moléculas ativadoras, tais como 
complemento e receptores Fc. 

E A IgA existe principalmente como monômero no 
plasma, mas nas secreções seromucosas (nas 
quais é a Ig principal envolvida na defesa das 
superfícies externas do corpo) está presente como 
dímero ligado a um componente secretório. 

E A IgM é um pentâmero na maioria das situações, 
embora uma parte pequena possa formar 
hexâmeros. Esse anticorpo é predominantemente 
intravascular e é produzido nas fases iniciais da 
resposta imune. Em razão de sua valência alta, a 
IgM é muito eficaz como aglutinador bacteriano e 
mediador da citólise dependente do complemento, 
e, desse modo, é uma defesa potente de primeira 
linha contra bacteriemia. 

E A IgD está presente principalmente nos linfócitos 
e, juntamente com a IgM, atua como receptor de 
antígenos das células B virgens (naive). 

E A IgE liga-se com grande afinidade aos mastócitos 
e seu contato com um antígeno resulta no 


recrutamento local dos agentes antimicrobianos 
por meio da desgranulação dos mastócitos e da 
liberação dos mediadores inflamatórios. A IgE é 
importante em algumas infecções parasitárias e é 
responsável pelos sintomas da alergia atópica. 


A diversidade dos anticorpos 

E O repertório de anticorpos de um indivíduo é 
produzido por reações de recombinação somática 
a partir de um conjunto limitado de segmentos de 
genes da linhagem germinativa. 

E A região variável da cadeia pesada dos seres 
humanos é formada pela reunião dos segmentos 
dos genes Vy, D e J, enquanto as regiões variáveis 
das cadeias leves (x e A), pela reunião dos 
segmentos V, e J. A reunião não é precisa e isso 
contribui ainda mais para a diversidade dos 
anticorpos. 

E A diversificação dos anticorpos também é 
conseguida com os eventos de mutação somática 
dirigida às regiões variáveis. A mutação somática e 
a seleção permitem a maturação de afinidade dos 
anticorpos. 

E Algumas espécies utilizam a conversão gênica em 
vez da diversidade combinatória e juncional para 
conseguir a diversificação dos anticorpos. 

E As reações de recombinação por permuta de 
classe permitem que a mesma especificidade de 
anticorpo (regiões variáveis) esteja associada às 
diferentes classes e subclasses de anticorpos 
(regiões constantes) e, desse modo, às diferentes 
funções. 


Leitura adicional 


Arakawa H. & Buerstedde J. (2004) Immunoglobulin 
gene conversion: insights from bursal B cells and the 
DT40 cell line. Developmental Dynamics 229, 
458-464. 

Carroll M.C. (2008) Complement and humoral 
immunity. Vaccine 26, 128-133. 

Chan A.C. & Carter PJ. (2010) Therapeutic antibodies 
for autoimmunity and inflammation. Nature Reviews 
Immunology 10, 301-316. 

Di Noia J.M. & Neuberger M.S. (2007) Molecular 
mechanisms of antibody somatic hypermutation. 
Annual Review of Biochemistry 76, 1-22. 

Hozumi N. & Tonegawa S. (1976) Evidence for somatic 
rearrangement of immunoglobulin genes coding for 


variable and constant regions. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the USA 73, 
3628-3632. 

Hudson PJ. & Souriau C. (2003) Engineered 
antibodies. Nature Medicine 9, 129-134. 

IMGT database: http://imgt.cines.fr 

Jung D. & Alt EW. (2004) Unraveling V(D)J 
recombination: insights into gene regulation. Cell 
116, 299-311. 

Maizels N. (2005) Immunoglobulin gene diversification. 
Annual Review of Genetics 39, 23-46. 

Maki R., Traunecker, A., Sakano, H., Roeder, W. & 
Tonegawa, S. (1980) Exon shuffling generates an 
immunoglobulin heavy chain gene. Proceedings of the 


National Academy of Sciences of the USA 77, 
2138-2142. 

Martin W.L., West A.P. Jr, Gan L. & Bjorkman PJ. 
(2001) Crystal structure at 2.8A of an FcRn/ 
heterodimeric Fc complex: mechanism of 
pH-dependent binding. Molecular Cell 7, 867-877. 

Matsuda F & Honjo T. (1996) Organization of the 
human immunoglobulin heavy-chain locus. Advances 
in Immunology 62, 1-29. 

McCormack W.T., Tjoelker L.W. & Thompson C.B. 
(1991) Avian B-cell development: generation of an 
immunoglobulin repertoire by gene conversion. 
Annual Review of Immunology 9, 219-241. 

Metzger H. (2004) The high affinity receptor for IgE, 
FceRI. Novartis Foundation Symposium 257, 51-59. 

Min I.M. & Selsing E. (2005) Antibody class switch 
recombination: roles for switch sequences and 
mismatch repair proteins. Advances in Immunology 
87, 297-328. 

Nemazee D. (2006) Receptor editing in lymphocyte 
development and central tolerance. Nature Reviews 
Immunology 6, 728-740. 

Neuberger M.S. (2008) Antibody diversification by 
somatic mutation: from Burnet onwards. Immunology 
and Cell Biology 86, 124-132. 

Nimmerjahn E & Ravetch J.V. (2008) Fcgamma 
receptors as regulators of immune responses. Nature 
Reviews Immunology 8, 34-47. 

Padlan E.A. (1994) Anatomy of the antibody molecule. 
Molecular Immunology 31, 169-217. 

Padlan E.A. (1996) X-ray crystallography of antibodies. 
Advances in Protein Chemistry 49, 57-133. 


Capitulo 3 | Anticorpos 79 


Parren RW. & Burton D.R. (2001) The antiviral activity 
of antibodies in vitro and in vivo. Advances in 
Immunology 77, 195-262. 

Peled J.U., Kuang FL., Iglesias-Ussel M.D., Roa S., 
Kalis S.L., Goodman M.F. & Scharff M.D. (2008) 
The biochemistry of somatic hypermutation. Annual 
Review of Immunology 26, 481-511. 

Perlot T. & Alt EW. (2008) Cis-regulatory elements and 
epigenetic changes control genomic rearrangements of 
the IgH locus. Advances in Immunology 99, 1-32. 

Roth D.B. (2003) Restraining the V(D)J recombinase. 
Nature Reviews Immunology 3, 656-666. 

Schroeder H.W. Jr. & Cavacini L. (2010) Structure and 
function of immunoglobulins. Journal of Allergy and 
Clinical Immunology 125, S41-S52. 

Swanson RC. (2004) The bounty of RAGs: 
recombination signal complexes and complex 
outcomes. Immunological Reviews 200, 90-114. 

Ward E.S. (2004) Acquiring maternal immunoglobulin; 
different receptors, similar functions. Jmmunity 20, 
507-508. 

Woof J.M. & Burton D.R. (2004) Human antibody-Fc 
receptor interactions illuminated by crystal structures. 
Nature Reviews Immunology 4, 89-99. 

Woof J.M. & Kerr M.A. (2006) The function of 
immunoglobulin A in immunity. Journal of Pathology 
208, 270-282. 

Yoo E.M. & Morrison S.L. (2005) IgA: an immune 
glycoprotein. Clinical Immunology 116, 3-10. 

Zachau H.G. (2000) The immunoglobulin kappa gene 
families of human and mouse: a cottage industry 


approach. Biological Chemistry 381, 951-954 


Capitulo 4 


Receptores de Membrana 
para Antigenos 


Tópicos principais 


Receptor de superfície da célula B (BCR) para antígenos 81 
Receptor de superfície da célula T (TCR) para antígenos 85 
Geração de diversidade para o reconhecimento de antígenos 90 
Receptores NK 97 
Complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 102 


Para lembrar 


Com a maturação por exposição aos PAMP as células dendriticas (DC) do 
sistema imune inato iniciam as respostas imunes adaptativas por meio da 
apresentação dos peptídios às células T em presença das moléculas do 
MHC. As moléculas do MHC funcionam como “quadros de avisos” para 
ligação aos peptídios e estão adaptadas para exibir fragmentos proteicos 
que possam ser detectados pelos receptores da célula T. Em resposta a uma 
combinação apropriada de peptídio-MHC (sinal 1) e as moléculas 

B7 coestimuladoras (sinal 2) apresentadas pela DC, os linfócitos T são 
ativados e iniciam a expansão clonal e a diferenciação em células efetoras 
maduras. Por outro lado, os linfócitos B não necessitam que o antígeno lhes 
seja apresentado e são capazes de responder diretamente aos antígenos 
solúveis ou particulados por meio de suas imunoglobulinas acopladas à 
membrana (i. e., receptor da célula B). Desse modo, os requisitos para o 
reconhecimento dos antígenos pelas células B e T são muito diferentes. No 
entanto, a ativação apropriada de um receptor da célula B ou T capacita o 
linfócito envolvido a iniciar a expansão clonal de modo a produzir várias 
células descendentes idênticas capazes de reconhecer o mesmo antígeno. 
Assim, o reconhecimento do antígeno pelas células B ou T é uma etapa 
fundamental à iniciação das respostas imunes adaptativas. No Capítulo 1, 
aprendemos que as células NK podem detectar diferenças nos padrões 
normais de expressão das moléculas do MHC classe |. Como essas 
moléculas estão expressas normalmente em quase todas as células do 
corpo, sua ausência é entendida como um sinal de perigo iminente. Neste 
capítulo, veremos com mais detalhes os receptores de membrana para os 
antígenos e como se adquire a diversidade incrível desses receptores. Além 
disso, estudaremos a composição das moléculas do MHC e de outras 
proteínas semelhantes e sua função central como interface entre as células 
do corpo e os componentes celulares do sistema imune. 


Capitulo 4 | Receptores de Membrana para Antigenos 81 


Introdugao 


A interação dos linfócitos com o antígeno ocorre por ligação dos antígenos específicos aos receptores 
especializados da superfície celular, que funcionam como unidades de reconhecimento. No caso das células B, 
essa interação é direta porque a imunoglobulina acoplada à membrana funciona como receptor de antígenos 
(Figura 4.1a). As células T utilizam receptores de antígenos diferentes que também estão expressos na 
membrana plasmática, mas os receptores dessas células (TCR, do inglês, T-cell receptors) diferem dos 
receptores das células B (BCR, do inglês, B-cell receptors) por um aspecto fundamental: os TCR não 
conseguem reconhecer antígenos livres, como ocorre com a imunoglobulina. A maioria dos linfócitos T 
consegue reconhecer antígenos apenas quando eles são apresentados dentro da fenda de ligação peptídica 
de uma molécula do MHC (Figura 4.1b). Embora isso possa parecer muito trabalhoso, uma vantagem 
expressiva que as células T têm sobre os linfócitos B cognatos é que elas podem inspecionar os antígenos que 
se localizam predominantemente dentro das células e, consequentemente, não ficam acessíveis à Ig. Neste 
capítulo, veremos que as moléculas do MHC são subdivididas em dois grupos principais, conhecidos como 
MHC classe | e classe Il, respectivamente. A diferença principal entre essas duas classes de moléculas são os 
compartimentos celulares onde elas adquirem seus carregamentos de peptídios. As moléculas do MHC 
classe | apresentam peptídios originados predominantemente dos compartimentos intracelulares, 
enquanto as moléculas da classe Il recolhem os peptídios dos compartimentos extracelulares. Também 
existem outras diferenças, incluindo variações estruturais e de expressão tecidual, mas a consequência 
principal dessas localizações diferentes onde cada classe de molécula do MHC adquire seus peptídios é que o 
reconhecimento de um peptídio acoplado a uma molécula da classe | resulta na destruição da célula, enquanto 
o reconhecimento de um peptídio localizado dentro de uma molécula da classe II desencadeia basicamente 
uma resposta positiva, embora também seja útil. Isso ocorre porque um peptídio estranho produzido dentro de 
uma célula (e, por essa razão, apresentado ao MHC classe |) significa claramente uma infecção intracelular, e a 
maneira mais eficaz de lidar com isto é destruir a célula infectada. Entretanto, a apresentação de um antígeno 
estranho adquirido fora da célula (por fagocitose) significa uma infecção extracelular que não poderia ser 
resolvida com a destruição da célula que disparou o alarme. Na verdade, o sistema está constituído de tal 
modo que apenas as células capazes de apresentar peptídios às moléculas do MHC classe Il são os elementos 
celulares importantes para a resposta imune. Por outro lado, quase todas as células expressam moléculas do 
MHC classe |. Outro tipo de leucócitos — as células natural killer (NK) — também consegue detectar problemas 
internos. As células NK possuem seus próprios receptores singulares, que rastreiam os níveis apropriados das 
moléculas do MHC classe |, porque essas moléculas estão expressas normalmente em quase todas as células 
nucleadas do corpo; os receptores NK também conseguem detectar sinais de anormalidade, inclusive 
aumentos de expressão das proteínas de estresse pelas células. Neste capítulo, enfatizaremos principalmente 
os aspectos estruturais desses diversos tipos de receptor. 


Receptor de superfície da célula B 
(BCR) para antígenos 


A célula B exibe uma imunoglobulina 
transmembrana em sua superfície 


No Capítulo 2, estudamos o sistema habilidoso por meio do 
qual um antígeno pode ser destruído inexoravelmente por 
ativação das células B capazes de produzir anticorpos com 
conformação complementar, após sua interação com uma 
cópia da molécula de anticorpo localizado na superfície do 
linfócito. É importante lembrar que a ligação do antígeno ao 
anticorpo da membrana pode ativar a célula B e estimular sua 
proliferação seguida de maturação de um clone de plasmóci- 
tos capazes de secretar anticorpo específico para o antígeno 
desencadeante (Figura 4.1a). 


A coloração por imunofluorescéncia das células B vivas 
com anti-imunoglobulina (anti-lg) marcada (p. ex., Figura 
2.6b) demonstra que a primeira classe de Ig da membrana a 
ser produzida é IgM. Cada célula B está dedicada à produção 
de apenas uma especificidade de anticorpo e, desse modo, 
transcreve seus genes VJCk (ou À) e VD/Gu recombinados. 
A Ig pode ser secretada ou exibida na superfície da célula B 
por religação (splicing) diferencial do transcrito de mRNA 
que codifica determinada imunoglobulina. O transcrito de 
RNA da cadeia u nuclear inicial inclui sequências que codi- 
ficam as regiões transmembrana hidrofóbicas, que permi- 
tem que a IgM fique acoplada à membrana onde atua como 
BCR, mas quando elas são descartadas, as moléculas do anti- 
corpo podem ser secretadas em sua forma solúvel (Figura 4.2). 

À medida que amadurece, a célula B também expressa 
um BCR que utiliza IgD de superfície com a mesma espe- 
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Figura 4.1 As células B e as células T 
“enxergam” o antigeno por 
mecanismos fundamentalmente 
diferentes. (a) No caso das células B, a 
imunoglobulina acoplada à membrana 
funciona como receptor de antígeno 
dessas células (BCR). (b) As células T 
utilizam receptores de antígenos 
diferentes, que também estão expressos 
na membrana plasmática, embora os 
receptores dessas células (TCR) não 
consigam reconhecer os antígenos livres, 
como ocorre com a imunoglobulina. A 
maioria das células T consegue 
reconhecer antígenos apenas quando 
eles são apresentados dentro da fenda 
de ligação peptídica de uma molécula do 
MHC. A estimulação efetiva do BCR ou 
do TCR resulta na ativação do linfócito 
que abriga o receptor e, em seguida, na 
expansão clonal e na diferenciação em 
células efetoras. 


(a) 


Célula B 


Expansão ii 


cificidade, Esse fenótipo da célula B com IgD e IgM de 
superfície é abundante nos linfócitos da zona de manto dos 
folículos linfoides secundários (veja a Figura 7.8d) e é obtido 
por religação diferencial de um único transcrito contendo 
os segmentos VDJ, Cu e Cô que produzem IgM ou IgD 
(Figura 4.3). À medida que amadurece ainda mais, outros 
isótipos (inclusive IgG) podem ser utilizados no BCR (veja 
a p. 312). 


(b) 
Célula dendrítica 


Bactéria 


MHC 
Peptídio 


TCR 


Expansão ar a 


A imunoglobulina de superficie forma 
complexos com as proteinas da membrana as 
quais esta ligada 


Como a imunoglobulina secretada não está mais em contato 
físico com a célula B que a produziu, a célula não tem como 
saber quando a Ig secretada encontrou seu antígeno-alvo. 
Contudo, no caso da imunoglobulina ancorada à membrana, 
há ligação direta entre o anticorpo e a célula que a produziu 
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Figura 4.2 Mecanismo de religação para a substituição da IgM acoplada à membrana por IgM secretória. O processamento 
diferenciado determina se a cadeia pesada uv produzida é secretada ou permanece acoplada à membrana. Quando o término da 
transcrição ou clivagem ocorre no intron entre Cu, e M,, o sinal de adição poli-A do Cu, (AAUAAA) é usado e a forma secretória é 
produzida. Quando a transcrição estende-se ao longo dos éxons da membrana, o Cu, pode ser unido às sequências M, resultando 
na utilização do sinal de adição poli-A do M2. Nesse caso, a sequência hidrofóbica codificada pelos éxons M, e M; fixa a IgM 
receptora à membrana. A sequência direcionadora foi omitida de forma a facilitar o entendimento do leitor. ~~= introns. 
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Figura 4.3 Receptores IgM e IgD da 
superficie da membrana com a mesma 
especificidade aparecem na mesma 
célula em consequência da religação 
(splicing) diferencial do transcrito 


primário composto de RNA (as 
sequências direcionadoras também 
foram omitidas para simplificar o 
entendimento da figura). 


Figura 4.4 Modelo do complexo receptor da célula B (BCR). 
O heterodímero Ig-a/lg-B é codificado pelos genes mb-1 e B29, 
respectivamente, que são específicos da célula B. A figura 
ilustra dois desses heterodímeros com a Ig-a combinando-se 
com a região transmembrana da cadeia u da IgM. Os domínios 
extracelulares semelhantes à Ig aparecem em cor azul. Cada 
boxe contendo tirosina (Y) possui uma sequência com a 
estrutura geral Tyr.X,.Leu.X,.Tyr.X..lle (onde X é uma molécula 
variável), conhecida como motivo de ativação baseado na 
tirosina do imunorreceptor (ITAM, do inglês, immunoreceptor 
tyrosine-based activation motif). Com a ativação da célula B, 
essas sequências ITAM atuam como transdutores de sinais em 
razão de sua capacidade de se combinarem e serem 
fosforilados por uma série de tirosinoquinases. Observe que, 
embora a figura ilustre uma cadeia leve da IgM de superfície, 
algumas células B utilizam uma cadeia leve À. 


e isso pode ser aproveitado para comandar a célula a ampliar 
sua produção. Como qualquer industrialista iniciante sabe, 
uma forma de aumentar a produção é abrir novas fábricas, 
outra é aumentar a produtividade de cada fábrica. Quando 
se veem diante de um aumento repentino da demanda por 
seu produto específico, as células B tomam essas duas medidas, 
ou seja, expansão clonal e diferenciação em plasmócitos. 
Então, como o BCR coloca a célula B em ação depois de 
encontrar um antígeno? 

Ao contrário de muitos receptores da membrana plasmá- 
tica, que contêm todos os seus fragmentos de sinalização 
dentro de suas extremidades citoplasmáticas, a região distal 
correspondente da IgM ancorada à membrana é um mísero 


Em M E <>» Tirosinoquinases y y 
da familiar => 


fragmento com trés aminodcidos de comprimento. De 
maneira alguma seria possível acomodar os componentes 
estruturais necessários à interação com as proteínas adaptado- 
ras, as proteinoquinases intracelulares ou as fosfatases que 
geralmente iniciam as cascatas de transdução de sinais. Com 
alguma dificuldade, pode-se dizer, por fim foi possível isolar 
um heterodímero combinado por ligações dissulfidricas 
— Ig-a (CD79a) e Ig-B (CD79b) — o qual é purificado 
juntamente com a Ig da membrana e é responsável pela 
transmissão dos sinais do BCR ao interior da célula (Figura 
4.4). A Ig-a ea Ig-B possuem um domínio de imunoglobu- 
lina extracelular, mas os seus domínios citoplasmáticos 
C-terminais são essenciais à sinalização e são fosforilados 
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Célula B 


Figura 4.5 A aglomeração dos receptores da célula B 
desencadeia a ativação. A ativação do complexo BCR pelo 
acoplamento de um antígeno resulta na propagação dos sinais 
em consequência da fosforilação dos ITAM intracelulares do 
heterodímero Ig-a/lg-. 


depois do acoplamento do BCR ao antígeno (Figura 4.5); essa 
reação também está associada à mobilização rápida do Ca”. 

A Ig-a e a Ig contêm um único ITAM (do inglês, 
immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ou motif 
de ativação com base na tirosina do imunorreceptor) em suas 
extremidades citoplasmáticas e esse fragmento contém duas 
moléculas de tirosina intercaladas a intervalos precisos, que 
são essenciais à sua função de sinalização (Figuras 4.4 e 4.5). 
O acoplamento do BCR ao antígeno resulta na fosforilação 
rápida das moléculas de tirosina de cada ITAM pelas quinases 
associadas ao BCR e isso forma sítios de ligação para proteínas 
que tenham afinidade pelas moléculas de tirosina fosforiladas. 
Nesse caso, uma proteinoquinase conhecida como Syk com- 
bina-se com o heterodímero Ig-a./Ig-B fosforilado e é essen- 
cial à coordenação das reações que culminam na entrada da 
célula B ativada no ciclo celular para iniciar a expansão clonal. 
Esse tópico será revisto no Capítulo 8, que apresenta mais 
detalhes sobre a cascata de transdução de sinais pelo BCR 
(veja a p. 228). 


O antígeno específico estimula a formação de 
microaglomerados de receptores da célula B 


Estudos recentes sugeriram que alguns dos BCR não se difun- 
dem livremente dentro da membrana plasmática com seus 
heterodimeros associados de Ig-a./B, mas ficam confinados em 
zonas específicas pelo citoesqueleto de actina subjacente. O 
citoesqueleto de actina não está em contato direto com o BCR, 
mas “encurrala” os receptores em zonas de confinamento por 
meio da interação com a ezrina da membrana. Existe uma boa 
razão para esse confinamento, porque isso parece ser necessário 
para evitar a formação espontânea dos microaglomerados de 
BCR, que aparentemente são estruturas capazes de transmitir 
sinais ao interior da célula B, que representam um estímulo de 


ativação. Os microaglomerados de BCR são formados por 50 
a 500 moléculas de BCR e foram visualizados na superfície das 
células B por meio de técnicas avançadas de microscopia. Na 
verdade, a simples despolimerização do citoesqueleto de actina 
parece ser suficiente para a produção espontânea de sinais fracos 
de ativação da célula B, sem qualquer participação de um 
antígeno; isso sugere que o confinamento determinado pelo 
citoesqueleto seja necessário e atue como “dispositivo de segu- 
rança” para a ativação do BCR. Na verdade, os sinais “tônicos” 
ou basais fracos emitidos pelo BCR parecem ser necessários ao 
desenvolvimento da célula B, porque a interferência nesses 
sinais leva à morte dos linfócitos B em formação. É provável 
que uma fração pequena do pool de BCR que se difundem 
livremente na membrana plasmática seja responsável por essa 
sinalização tônica. 

A ativação da célula B parece depender de que muitos 
BCR sejam deslocados de suas zonas de confinamento e 
recrutados para formar microaglomerados; de acordo com 
evidências muito recentes, essa modificação é produzida pelas 
alterações de conformação (induzidas pelo antígeno) dentro 
da região constante do anticorpo, que permitem sua combi- 
nação dentro da membrana. A estimulação mais eficaz do 
BCR também é conseguida pela ligação cruzada entre esse 
receptor e seu complexo correceptor, que será descrito 
adiante. A ativação da célula B por estimulação apenas do 
BCR é possível, mas tende a resultar na produção de IgM de 
baixa afinidade e é muito menos propícia à coestimulação 
pelo complexo correceptor do BCR. 

Também existem evidências crescentes de que, embora as 
células B possam ser estimuladas por antígenos solúveis, o 
tipo principal de antígeno que desencadeia a ativação 
dessa célula in vivo esteja localizado predominantemente 
nas superfícies das membranas. A fonte mais provável de 
antígenos acoplados à membrana são as células dendríticas 
foliculares que residem nos linfonodos e são especializadas em 
capturar complexos antigênicos decorados com comple- 
mento, que se difundem para os tecidos linfoides. A interação 
entre uma célula B e um antígeno imobilizado na membrana 
oferece a oportunidade de a membrana celular espalhar-se ao 
longo da membrana oponente que abriga o antígeno, reu- 
nindo antígenos suficientes para estimular a formação dos 
microaglomerados de BCR e ativar a célula B. 

Além de fornecer o estímulo ideal para a ativação, poderia 
haver outra razão para explicar por que as células B são efi- 
cientes em combinar o maior número possível de BCR com 
o antígeno específico. Isso ocorre porque as células B ativa- 
das pedem ajuda (na forma de citocinas e estimulação do 
receptor CD40) das células T auxiliares para realizar a permuta 
de classes e a hipermutação somática. Essa ajuda está dispo- 
nível apenas quando a célula B consegue apresentar um antí- 
geno às células T em presença das moléculas do MHC classe 
II. Desse modo, quanto mais antígenos forem capturados por 
uma célula B estimulada, mais eficiente será a ajuda subse- 
quente fornecida pelos linfócitos T. Por essa razão, a dispersão 
ao longo de uma superfície revestida por antígeno facilita o 
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acoplamento de muitos BCR com o antigeno, os quais, em 
seguida, podem ser interiorizados pela célula B para serem 
processados e apresentados às células T auxiliares. As inte- 
rações entre os linfócitos B e T são revisadas nos Capítulos 8 
e 9, nos quais esses eventos estão descritos com mais 


detalhes. 


O complexo correceptor da célula B tem ação 
sinérgica com o BCR para ativar as células B 


Nos capítulos anteriores, já nos referimos ao modelo de dois 
sinais para a ativação das células T virgens (naives). Do mesmo 
modo, as células B também necessitam de dois sinais (com 
algumas exceções) para serem ativadas produtivamente e isso 
quase certamente representa um mecanismo de proteção para 
limitar a produção de autoanticorpos. Na verdade, como 
veremos com mais detalhes no Capítulo 8, existem efetiva- 
mente dois tipos de coestimulação que as células B precisam 
receber em diferentes ocasiões para que haja ativação real- 
mente completa e, em seguida, permuta de classes e matura- 
ção de afinidade. O primeiro tipo de coestimulação ocorre no 
momento do encontro inicial do BCR com seu antígeno 
cognato e é fornecido pelo complexo correceptor da célula 
B, que é capaz de combinar-se com moléculas tais como os 
componentes do complemento que decoram a mesma super- 
fície (p. ex., de uma bactéria) que abriga o antígeno específico 
reconhecido pelo BCR (Figura 4.6). O outro tipo de coesti- 
mulação necessária às células B ocorre depois do encontro 


Bactéria opsonizada 
pelo C3d 


di Complexo correceptor do BCR 


Célula B 


Figura 4.6 O complexo correceptor da célula B tem ação 
sinérgica com o BCR e ativa essa célula. O complexo 
correceptor da célula B é formado por quatro componentes: 
CD19, CD21 (receptor de complemento tipo 2, ou CR2), CD81 
(TAPA-1) e CD225 (LEU13, proteína 1 transmembrana induzida 
pelo interferon; veja também Figura 8.19). Como o CR2 é um 
receptor para o produto da decomposição do componente 
C3d do complemento, sua presença dentro do complexo 
correceptor do BCR permite a ação sinérgica do complemento 
com o BCR e, desse modo, amplia os sinais de ativação da 
célula B. 


inicial com o antígeno e é fornecido pelas células T na forma 
do ligante CD40 acoplado à membrana, que se combina com 
o CD40 da superfície das células B. A coestimulação depen- 
dente do CD40L está descrita no Capítulo 8, porque não é 
necessária à ativação inicial, mas é muito importante para a 
permuta de classes e a hipermutação somática. 

O complexo correceptor da célula B (Figura 4.6) é for- 
mado por quatro componentes: CD19, CD21 (receptor de 
complemento tipo 2, CR2), CD81 (TAPA-1) e LEU13 (pro- 
teína 1 transmembrana induzida pelo interferon). O CR2 é 
um receptor para o produto de decomposição do componente 
C3d do complemento e sua presença dentro do complexo 
correceptor do BCR permite a ação sinérgica do comple- 
mento com esse receptor, possibilitando, portanto, a ligação 
cruzada que estimula a formação dos microaglomerados. 
Desse modo, nas situações em que uma bactéria ativou o 
complemento e está recoberta pelos produtos da ativação 
desse sistema, e em seguida é capturada pelo BCR de uma 
célula B, existe então a possibilidade de que o CR2 presente 
dentro do complexo correceptor do BCR se ligue ao C3d 
acoplado à bactéria. Na verdade, isso significa que a célula B 
agora recebe dois sinais simultâneos. O primeiro sinal provém 
do BCR e o segundo, do complexo correceptor. 


Receptor de superfície da célula T 
(TCR) para antígenos 


Como mencionado, as células T interagem com o antígeno por 
um mecanismo muito diferente do que é utilizado pelas células 
B; os receptores com os quais a maioria das células T' estão 
equipadas não conseguem se ligar diretamente aos antígenos 
solúveis, mas em vez disto “enxergam” os fragmentos do antí- 
geno que estão imobilizados dentro de uma fenda estreita 
existente na superfície das moléculas do MHC (Figura 4.1b). 
Como está descrito detalhadamente no Capítulo 5, as molécu- 
las do MHC ligam-se aos fragmentos curtos de 10 a 20 ami- 
noácidos de comprimento, que representam as amostras de 
“controle da qualidade” das proteínas que uma célula expressa 
em determinado momento, ou que foram interiorizados por 
fagocitose, dependendo do tipo de molécula do MHC. Desse 
modo, as células T inspecionam eficazmente o que está acon- 
tecendo (em bases antigênicas) dentro de uma célula em deter- 
minado momento, inventariando a gama de peptídios 
apresentados dentro das moléculas do MHC. Outra diferença 
importante entre os receptores das células B e T é que estas 
últimas células não conseguem secretar suas moléculas recep- 
toras como o fazem as células B, que conseguem alterar a 
produção de Ig da forma acoplada à membrana para a forma 
secretória. Com exceção dessas diferenças, os receptores da 
célula T são estruturalmente muito semelhantes ao anticorpo, 
porque também são formados por moléculas baseadas no 
mesmo padrão de dobradura da imunoglobulina. 

Antes de considerarmos os aspectos estruturais dos recep- 
tores da célula T, por favor, lembre-se de que a função prática 
desses receptores é possibilitar que a célula explore as superfícies 
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de outras células em busca de peptidios estranhos. Quando a 
célula T encontra uma combinação de peptidio- MHC que 
guarde correspondência suficiente com seu receptor (TCR), ela 
é ativada, sofre expansão clonal e diferencia-se em linfócito T 
efetor maduro capaz de somar-se ao combate contra o agente 
infeccioso que produziu esses peptídios estranhos. Na prática, 
essa ocorrência é um evento muito pouco provável porque, 
como veremos adiante, os TCR são produzidos de maneira a 
conseguir uma enorme variedade desses receptores, cada qual 
com sua especificidade singular para determinada combinação 
de peptídio-MHC. Além disso, como a maioria dos peptídios 
apresentados nas moléculas do MHC em determinado 
momento é originada dos componentes próprios (a menos que 
a célula apresentadora de antígenos esteja infectada por um 
microrganismo), isso reduz ainda mais as chances de que uma 
célula T encontre uma combinação perfeita de peptídios estra- 
nhos e MHC para desencadear uma resposta. 


O receptor de antígenos é um heterodímero 
transmembrana 


A identificação do TCR mostrou-se mais difícil do que se 
esperava inicialmente (Marco histórico 4.1), mas finalmente 
ficou demonstrado que esse receptor era uma molécula aco- 
plada à membrana formada por duas cadeias (at ef) reunidas 
por ligações dissulfidricas. Cada cadeia dobra-se em dois 
domínios semelhantes à Ig, um com estrutura relativamente 
invariável e outro com grau elevado de variabilidade, de modo 
que o TCR af realmente tem estrutura muito semelhante à 
de um fragmento Fab da Ig. Essa analogia ressalta ainda mais 
— as duas regiões variáveis possuem três regiões hipervariáveis 
(ou regiões determinantes de complementaridade, CDR, do 
inglês, complementarity-determining regions) que, de acordo 
com estudos de difração dos raios X, foram caracterizadas por 
estruturas compostas de aminoácidos que estabelecem contato 
com o ligante de peptídio-complexo principal de histocom- 
patibilidade (MHC, do inglês, major histocompatibility 
complex). A plasticidade das alças das CDR é um fator impor- 
tante, que permite que os TCR adaptem-se ao redor das 
combinações estruturalmente diferentes de peptídio-MHC. 
Embora ainda não esteja totalmente esclarecido como o TCR 
estabelece contato com o peptídio-MHC, parece que, em 
alguns TCR, as CDR 1 e 2 têm a função de estabelecer 
contato com a própria molécula do MHC, enquanto a CDR 
3 faz contato com o peptídio; contudo, em outros TCR, 
ocorre o contrário. Independentemente de se as CDR desem- 
penham a função de estabelecer contato com o MHC ou o 
peptídio, não restam dúvidas de que estes sejam os compo- 
nentes de reconhecimento do receptor; por essa razão, con- 
forme veremos mais adiante, essas estruturas são responsáveis 
por grande parte da variabilidade entre os TCR. 

As cadeias à e B são necessárias à especificidade antigê- 
nica, conforme foi demonstrado pela transfecção dos genes 
do receptor da célula T de um clone de linfócitos T citotóxi- 
cos específicos para fluoresceína para outro clone com espe- 
cificidade diferente; quando expressou os novos genes at e B, 


o clone transfectado adquiriu a capacidade de desintegrar 
células-alvo marcadas com fluoresceína. Outro tipo de expe- 
riência utilizou hibridomas de células T formados por fusão 
de células T específicas para um único antígeno com tumores 
de células T de modo a conseguir sua “imortalidade”. Um 
hibridoma que reconhecia a albumina do ovo de galinha 
apresentada por um macrófago originou espontaneamente 
duas variantes, das quais uma tinha perdido o cromossomo 
que codificava a cadeia & e a outra, a cadeia B. Nenhuma das 
variantes reconhecia o antígeno, mas quando foram fundidas 
fisicamente, cada uma forneceu a cadeia receptora comple- 
mentar e a reatividade ao antígeno foi recuperada. 


As moléculas CD4 e CD8 atuam como 
correceptores dos TCR 


Além do TCR, a maioria das células T periféricas também 
expressa uma das proteínas de membrana (CD4 ou CD8) 
que atuam como correceptores para as moléculas do MHC 
(Figura 4.7). O CD4 é uma cadeia polipeptidica simples com 
quatro dominios semelhantes à Ig firmemente acondiciona- 
dos de maneira a constituir um bastão longo que se projeta 
da superfície do linfócito T. A extremidade citoplasmática da 
molécula CD4 é importante para a sinalização do TCR, 
porque essa região está ligada constitutivamente a uma tiro- 
sinoquinase proteica (Lck), que inicia a cascata de transdução 
de sinais depois do encontro da célula T com um antígeno 
(Figura 4.8). O CD8 desempenha uma função semelhante à 
do CD4, porque também se liga à Lck e recruta essa quinase 
ao complexo TCR, mas é estruturalmente muito diferente; o 
CD8 é um heterodímero formado por cadeias à e 3 reunidas 
por ligações dissulfidricas, no qual cada cadeia contém um 
único domínio semelhante à Ig conectado a um polipeptídio 
longo e profusamente glicosilado, que se projeta da superfície 
da célula T (Figura 4.7). 

As moléculas CD4 e CD8 desempenham funções impor- 
tantes no reconhecimento dos antígenos pelos linfócitos T, 
porque essas moléculas determinam se uma célula T' pode 
reconhecer o antígeno apresentado pelas moléculas do MHC, 
que obtêm seus antígenos peptídicos principalmente nos 
compartimentos intracelulares (MHC classe I) ou extracelu- 
lares (MHC classe II). Isso tem implicações funcionais 
importantes para as células T, porque os linfócitos ativados 
depois do encontro com o antígeno apresentado pelas molé- 
culas do MHC classe I (células T CD8*) sempre se transfor- 
mam em células T citotóxicas, enquanto os linfócitos ativados 
pelos peptídios apresentados pelas moléculas do MHC classe 
II (células T CD4*) transformam-se em células T auxiliares 
(veja a Figura 8.1). 


Existem dois tipos de receptores das células T 


Pouco depois da descoberta do TCR af, surgiram relatos 
descrevendo a existência de um segundo tipo de receptor 
formado por cadeias y e 5. Como o receptor y5 aparece nos 
estágios mais iniciais da ontogenia do timo, ele também é 
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Marco histórico 4.1 O receptor da célula T 


Como os linfócitos T respondem com ativação e 
proliferação quando entram em contato com um antígeno 
apresentado por células tais como os macrófagos, parecia 
razoável supor que isso ocorresse por meio dos seus 
receptores de superfície. De qualquer modo, seria difícil 
incluir as células T no clube da seleção clonal, caso não 
tivessem esses receptores. Orientados pela navalha de 
Occam (a lei da parcimônia, que sustenta que o objetivo da 
ciência é apresentar os fatos da natureza como proposições 
conceituais mais simples e econômicas), a maioria dos 
pesquisadores defendia a hipótese de que a natureza não 
poderia condescender com a extravagância de desenvolver 
duas espécies extremamente diferentes de moléculas de 
reconhecimento para as células B e T, e muitos anos foram 
desperdiçados na busca pelo “Santo Graal” do receptor de 
célula T com soros anti-imunoglobulina ou anticorpos 
monoclonais (veja a p. 148). Os pesquisadores tiveram 
sucesso apenas quando utilizaram um anticorpo 
monoclonal dirigido contra o idiótipo de uma célula T para 
bloquear a resposta ao antígeno. Esse anticorpo foi definido 
por sua capacidade de bloquear um clone específico de 
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O Ab contra o receptor da célula T imunoprecipita em duas cadeias 
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Figura M4.1.1 O anticorpo (Ab) contra o receptor da célula 
T (anti-idiótipo) bloqueia o reconhecimento do antígeno 
(Ag). (Baseada em Haskins K., Kubo R., White J., Pigeon M., 
Kappler J. & Marrack P (1983) Journal of Experimental 
Medicine 157, 1149; versão um pouco simplificada.) 


células T dentre um número amplo de células, e os 
pesquisadores presumiram acertadamente que a estrutura 
que permitia essa seletividade seria a região de combinação 
do receptor da célula T com o antígeno. A 
imunoprecipitação desse anticorpo isolou um heterodímero 
formado por duas subunidades de 40 a 44 kDa acopladas 
por ligações dissulfídricas (Figura M4.1.1). 

A outra abordagem referia-se diretamente aos genes e 
sugeria o seguinte. O receptor da célula T deveria ser uma 
proteína estrutural da membrana, que não estaria presente 
nas células B. Desse modo, o mRNA polissômico da célula 
T obtido do retículo endoplasmático, que deveria 
proporcionar uma fonte abundante do transcrito apropriado, 
foi usado para preparar o cDNA do qual os genes comuns 
às células B e T foram removidos por hibridização com o 
mRNA da célula B. Os clones específicos de células T 
resultantes foram usados para buscar um gene dessas 
células que estivesse recombinado em todos os linfócitos T 
funcionalmente maduros, mas que estivesse em sua 
configuração germinativa em todos os outros tipos celulares 
(Figura M4.1.2). Desse modo, foram descobertos os genes 
que codificam a subunidade f do receptor da célula T. 


Genes da célula T isolados por subtração dos genes da célula B 
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Figura M4.1.2 Isolamento dos genes do receptor da célula 
T. Os fragmentos de DNA com diferentes tamanhos produzidos 
por uma enzima de restrição são separados por eletroforese e 
explorados com uma sonda do gene da célula T. As células T 
demonstram recombinação de um dos dois genes da linhagem 
germinativa encontrados no fígado ou nas células B. (Baseada 
em Hendrick S.M., Cohen D.I., Nielsen E.A. & Davis M.M. 
(1984) Nature 308, 149.) 
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(b) 


cD4 cD8 


Figura 4.7 O CD4 e o CD8 funcionam como correceptores 
para as moléculas do MHC e definem os subtipos 
funcionais das células T. (a) Ilustração esquemática das 
moléculas do CD4 e do CD8. O CD4 é formado por quatro 
domínios semelhantes à Ig (D,-D,, conforme ilustrado) e 
projeta-se da superfície da célula T de modo a interagir com as 
moléculas do MHC classe Il. O CD8 é um heterodímero 
formado por subunidades a e B semelhantes à Ig e conectadas 
por ligações dissulfídricas, que estão ligadas a uma região 
cilíndrica profusamente glicosilada que se projeta da membrana 
plasmática. O CD8 interage com as moléculas do MHC classe |. 
As extremidades citoplasmáticas do CD4 e do CD8 estão 
associadas à tirosinoquinase Lck. (b) Ilustrações esquemáticas 
de fitas das regiões extracelulares do CD4 e do CD8. Os 
domínios semelhantes à Ig (D,-D,) do CD4 estão representados 
nas cores azul, verde, amarelo e vermelho, respectivamente. O 
homodímero do CD8 contém duas subunidades a. (As 
estruturas foram cedidas gentilmente pelo Dr. Dan Leahy e 
estão baseadas nas descrições publicadas em Leahy D. et al. 
(1992) Cell 68, 1145 e em Wu H. et al. (1997) Nature 387, 527.) 


conhecido como TCRI, enquanto o receptor ap é descrito 
como TCR2 (veja a p. 302). 

Na maioria dos animais adultos, as células y representam 
apenas 1% a 5% dos linfócitos T que circulam no sangue e 


CD4/cD8 


Célula T 


Figura 4.8 Com a ajuda dos receptores CD4 ou CD8, o 
complexo receptor da célula T (TCR) reconhece o antígeno 
peptídico em presença das moléculas do MHC. Os sinais de 
ativação do TCR são propagados pelo complexo correceptor 
CDS, que é formado pelas cadeias y, £, 5 e ¢. A reunião do CD4 
ou do CD8, que estão associados constitutivamente à quinase 
Lck, com o complexo TCR facilita a propagação de sinais 
iniciada pela Lck por meio da fosforilação dos motifs de 
ativação baseados na tirosina do imunorreceptor (ITAM) 
presentes na cadeia € do CDS. 


nos órgãos periféricos; contudo, essas células são muito mais 
comuns nos tecidos ricos em estruturas epiteliais, tais como 
pele, intestinos, trato reprodutivo e pulmões, nos quais 
podem representar cerca de 50% da população de linfócitos 
T. Por certo, não se pode negar que as células yò são, até certo 
ponto, singulares entre os linfócitos T; ao contrário das células 
aß, as células y não parecem necessitar que o antígeno seja 
apresentado no contexto das moléculas do MHC e, aparen- 
temente, são capazes de reconhecer antígenos solúveis, como 
também ocorre com os linfócitos B. Talvez em razão dessa 
independência do MHC para a apresentação do antígeno, a 
maioria das células T y5 não expressa correceptores CD4 ou 
CD8 para moléculas do MHC (Tabela 4.1). 

O mecanismo de reconhecimento dos antígenos pelas 
células yô ainda não está inteiramente esclarecido, mas essas 
células são comprovadamente capazes de interagir com molé- 
culas relacionadas com o MHC, incluindo as proteínas T10 
e T22 dos camundongos, independentemente da presença de 
um antígeno. Como essas últimas moléculas semelhantes ao 
MHC estão hiper-reguladas depois da ativação das células T 
aß, isso originou a hipótese de que as células T yò possam 
desempenhar uma função imunorreguladora importante; 
quando são ativados pelas moléculas que aparecem nas células 
T ativadas, os linfócitos T yô podem ajudar a regular as res- 
postas imunes no sentido positivo ou negativo. As células T 
Yö também podem reconhecer lipídios, fosfoésteres orgânicos, 
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Tabela 4.1 Comparação entre as células T af e yô. 


Característica 
Receptor de antígeno 
Tipo de antígeno reconhecido 


Células T aß 
TCR aß + complexo CD3 
MHC + peptidio 


Células T 75 
TCR yë + complexo CD3 


Moléculas semelhantes ao MHC + 
ligantes nao proteicos 


Basicamente não 


Expressão do CD4/CD8 Sim 

Porcentagem no sangue 60% a 75% 

Dependência do MHC Sim 

Função Ajudar na ativação de linfócitos e 
macrófagos 
Destruição citotóxica 


conjugados de nucleotídios e outros ligantes não peptídicos 
derivados dos patógenos. 

Algumas células T yò (subtipos Vy1 e V51, que são abun- 
dantes nos tecidos epiteliais) também compartilham alguns 
dos mesmos mecanismos de reconhecimento utilizados pelas 
células NK do sistema imune inato, porque podem reconhe- 
cer as proteínas semelhantes ao MHC classe I (MICA e 
MICB), que não funcionam como moléculas apresentadoras 
de antígeno. Ao contrário, a MICA e a MICB geralmente 
estão presentes em níveis baixos nos tecidos epiteliais, mas são 
hiper-reguladas em resposta ao estresse celular, incluindo 
choque térmico e danos ao DNA. A infecção por citomega- 
lovírus ou Mycobacterium tuberculosis também pode induzir 
o aparecimento dessas moléculas mais primitivas semelhantes 
ao MHC e quase certamente também existem outros ligantes 
das células T yô induzíveis pelo estresse. Como veremos 
adiante neste capítulo, a MICA e a MICB também são usadas 
pelas células NK como ligantes ativadores, embora nesse caso 
o receptor responsável seja muito diferente. 


Genes do TCR humano | 


1% a 5% 
Basicamente não 


Função imunorreguladora? 
Atividade citotóxica 


A codificação dos receptores da célula T é 
muito semelhante à das imunoglobulinas 


Os segmentos gênicos que codificam as cadeias B do TCR 
têm uma conformação de regiões V D, J e constante pratica- 
mente igual à que foi descrita com relação às imunoglobulinas 
(Figura 4.9). Do mesmo modo, à medida que a célula T 
imunocompetente se desenvolve, há recombinação dos genes 
V D eJ para formar uma sequência VDJ continua. A evidên- 
cia mais clara de que as células B e T utilizam mecanismos 
de recombinação semelhantes provém dos camundongos com 
imunodeficiência combinada grave (SCID, do inglês, severe 
combined immunodeficiency), que são portadores de uma 
única anomalia recessiva que impede a recombinação bem- 
-sucedida dos segmentos V D e J (veja a p. 72). Os mutantes 
homozigotos não conseguem desenvolver células B e T imu- 
nocompetentes, e anormalidades idênticas de sequência na 
formação do segmento continuo VDJ aparecem nas linhagens 
precursoras das células T e B. 
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Figura 4.9 Genes que codificam os receptores das células T af e yô. Os genes que codificam as cadeias ô estão 
localizados entre os grupos Va e Ja, e alguns segmentos V dessa região podem ser usados nas cadeias 6 ou a, ou seja, em 
Va ou Ja. Os genes do TCR recombinam-se de forma análoga à dos genes das imunoglobulinas, incluindo a diversidade da 
região N nas junções V(D)J. Um dos genes Vô está localizado em posição distal (3') ao gene Cô e recombina-se por um 


mecanismo inverso. 
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Quando se examina primeiramente o conjunto da cadeia 
B, um dos dois genes DB recombina-se perto de um dos genes 
JB. Observe que, em razão da maneira como os genes estão 
organizados, o primeiro gene DB (DB ;) pode utilizar qualquer 
um dos 13 genes JB, mas o DB, pode escolher apenas um dos 
sete genes JB, (Figura 4.9). Em seguida, um dois 50 ou mais 
genes VB é recombinado com o segmento DB JB pré-formado. 
A variabilidade da formação das junções e a inserção ran- 
dômica dos nucleotídios para criar a diversidade da região 
N de um dos lados do segmento D reproduzem o mesmo 
fenômeno observado durante as recombinações dos genes das 
Ig. As análises de sequência enfatizam a analogia com a molé- 
cula de anticorpo; cada segmento V contém duas regiões 
hipervariáveis, enquanto a sequência juncional DJ constitui 
a estrutura CDR3 muito hipervariável, totalizando seis 
regiões determinantes de complementaridade potenciais para 
a ligação ao antígeno em cada TCR (Figura 4.10). Como 
também ocorre com a síntese do anticorpo, o íntron entre 
VDJ e C é cortado do mRNA antes da tradução, com a 
restrição de que as recombinações dos genes do grupo 
DP .)B» podem ligar-se apenas ao CB». 

Todas as outras cadeias dos TCR são codificadas por genes 
formados por translocações semelhantes. O pool de genes da 
cadeia a não tem segmentos D, mas inclui um número pro- 
digioso de segmentos J. O número de genes Vy e Vô é 
pequeno em comparação com os genes Va e VB. Como 
também ocorre com o pool da cadeia a, o grupo da cadeia B 
não tem segmentos D. A localização desajeitada do locus 5 
embebido dentro do grupo dos genes a. faz com que as células 
T que possuem a combinação Va-Ja não tenham genes ô no 
cromossomo recombinado; em outras palavras, os genes 5 são 
completamente excisados. 


O complexo CD3 é uma parte integral do 
receptor da célula T 


O complexo de reconhecimento de antígenos da célula T e 
seu correspondente da célula B podem ser comparados aos 
espiões das forças armadas, cuja função é avisar o batalhão 
principal quando um inimigo foi avistado. Quando o TCR 
“enxerga o inimigo” (i. e., liga-se a um antígeno), ele libera 
um sinal por meio de um complexo associado de polipeptí- 
dios transmembrana (CD3) no interior do linfécito T, trans- 
mitindo-lhe a instrução de sair do seu estado entorpecido de 
GO e fazer alguma coisa útil — por exemplo, transformar-se 
em uma célula efetora. Em todas as células T imunocompe- 
tentes, o TCR está conectado por ligações não covalentes, 
mais ainda assim em contato direto com o CD3 em um 
complexo que, de acordo com os conhecimentos atuais, pode 
conter duas unidades de reconhecimento heterodiméricas do 
TCR af ou yô, firmemente aderidas a uma molécula das 
cadeias polipeptidicas y e 5 invariáveis, duas moléculas de 
CD3 e um dímero de cadeias €-€ conectadas por ligações 
dissulfidricas. Desse modo, o complexo total tem a estrutura 
TCR;-CD3y8e,-6» (Figuras 4.8 e 4.10b). 


Como ocorre com o heterodímero Ig-a./B associado ao 
BCR, as cadeias do CD3 também contêm um ou mais 
ITAM e esses segmentos também são fundamentais à pro- 
pagação dos sinais de ativação ao interior do linfócito. 
Depois do contato do TCR com o peptídio-MHC, os 
ITAM existentes dentro do complexo CD3 tornam-se fos- 
forilados em suas moléculas de tirosina; em seguida, esses 
fragmentos funcionam como plataformas para o recruta- 
mento de uma série muito numerosa de proteínas de ligação 
da fosfotirosina, que disseminam ainda mais o sinal por toda 
a célula T. É aqui que o papel dos correceptores CD4 e CD8 
torna-se evidente; a fosforilação dos ITAM dentro da cadeia 
% (zeta) do CD3 é realizada pela tirosinoquinase Lck que, 
como você sabe, está associada às extremidades citoplasmá- 
ticas do CD4 e do CD8 (Figuras 4.7 e 4.8). Nos camun- 
dongos, uma ou as duas cadeias G podem ser substituídas 
por uma variante de junção originada do gene 6, que é 
conhecida como n. A cadeia € também se combina com o 
receptor FcyRIIIA das células natural killer (NK), nas quais 
funciona como parte do mecanismo de transdução de sinais 
nesse contexto. O Capítulo 8 descreve com muito mais 
detalhes a transdução de sinais iniciada pelo TCR. 


Geração de diversidade para o 
reconhecimento de antígenos 


Sabemos que o sistema imune precisa ser capaz de reconhecer 
praticamente todos os patógenos que se desenvolveram ou 
possam surgir. A solução genética assustadora para esse pro- 
blema de antecipar-se ao futuro imprevisível seria a produção 
de milhões de receptores de antígenos específicos diferentes, 
provavelmente em número muito maior do que o indivíduo 
necessitaria ao longo de toda a sua vida. Como isso ultrapas- 
saria em muito o número estimado de 25.000 a 30.000 genes 
que compõem o corpo humano, existem alguns mecanismos 
mais inteligentes para conseguir essa diversidade, principal- 
mente porque o número total de genes V D, J e C de um ser 
humano (que codificam os anticorpos e os TCR) é de apenas 
cerca de 400. A seguir, veremos uma revisão da genética da 
diversidade dos anticorpos e estudaremos as enormes seme- 
lhanças e algumas diferenças observadas nos mecanismos 
usados para produzir essa diversidade. 


Ampliação da diversidade dentro das cadeias 


A combinação VDJ aleatória amplia 
geometricamente a diversidade 


No Capítulo 3, vimos que, assim como podemos utilizar um 
número relativamente pequeno de unidades diferentes de um 
brinquedo de construção infantil (p. ex., LEGO®) para criar 
uma rica variedade de obras-primas arquitetônicas, os seg- 
mentos específicos de genes que codificam os receptores 
podem ser entendidos como blocos de construção para 
moldar inúmeros receptores de antígenos específicos para as 
células B e T. As regiões variáveis das cadeias leves das imu- 
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Figura 4.10 Receptor da célula T(TCR)/complexo CD3. O TCR é estruturalmente semelhante ao fragmento de ligação ao 
antígeno Fab da imunoglobulina. Os segmentos variáveis e constantes das cadeias a e 5 do TCR (VaCa/VBCP) e das cadeias y e 
5 correspondentes do TCR yë pertencem estruturalmente à família de dominios do tipo imunoglobulina. (a) No modelo, as CDR 
da cadeia a estão representadas pelas cores lilás (CDR1), roxa (CDR2) e amarela (CDR3), enquanto as CDR da cadeia p 
aparecem em azul (CDR1), azul-marinho (CDR2) e verde (CDR3). A quarta região hipervariável da cadeia p (CDR4), que faz parte 
da região de ligação para alguns superantigenos, está representada pela cor laranja. (Reproduzida de Garcia K. et al. (1998) 
Science 279, 1166; com permissão.) As alças CDR3 a e B do TCR codificadas pelos genes (D)J são curtas; a CDR3 y do TCR 
também é curta, com distribuição de comprimento exigua, mas a alga 5 é longa, com distribuição de comprimento ampla, 
semelhantes às DCR3 das cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas, respectivamente. (b) Os TCR podem estar expressos 
em pares ligados ao complexo CD3. As cargas negativas dos segmentos transmembrana das cadeias invariáveis do complexo 


CD3 estão em contato com as cargas contrárias das cadeias Ca e CB do TCR, conforme ilustrado conceitualmente. (c) Os 
domínios citoplasmáticos das cadeias peptídicas do CD3 contêm motifs de ativação baseados na tirosina do imunorreceptor 
(ITAM); veja o BCR, Figura 4.4), que entram em contato com as tirosinoquinases proteicas Src. Por favor, não confunda as 


cadeias y5 do TCR com as cadeias yë do CD3. 


noglobulinas são produzidas a partir dos segmentos V e J, 
enquanto as regiões variáveis das cadeias pesadas originam-se 
dos segmentos V D e J. Do mesmo modo, com os receptores 
das células T aß e yô a região variável de uma das cadeias (a 
ou y) é codificada por um segmento Ve um J, enquanto a 
região variável da outra cadeia (B ou 5) também é codificada 
por um segmento D adicional. Como também ocorre com os 
genes das imunoglobulinas, as enzimas RAG-1 e RAG-2 reco- 
nhecem as sequências de sinais de recombinação (RSS, do 
inglês, recombination signal sequences) adjacentes às sequências 


codificadoras dos segmentos dos genes V D e J do TCR. As 
RSS também consistem em heptâmeros e nonâmeros conser- 
vados e separados por espaçadores de 12 ou 23 pares de bases 
(veja a p. 73) e estão localizados na face 3’ de cada segmento 
V, nas faces 5’ e 3’ de cada segmento D e na face 5’ de cada 
segmento /. A incorporação de um segmento D sempre ocorre 
com a recombinação; VB não pode ligar-se diretamente a JB, 
nem Vô consegue ligar-se diretamente a Jô. De modo a 
entender como a diversidade de sequência é produzida para 
o TCR, vejamos como exemplo o TCR af (Tabela 4.2). 


92 Fundamentos de Imunologia 


Tabela 4.2 Cálculos da diversidade dos genes V humanos. Estudos demonstraram que o número exato de 
segmentos gênicos varia de um indivíduo para outro (p. ex., talvez cerca de 40 no caso dos genes V,), de modo 
que esses cálculos representam números “típicos”. O número de especificidades produzidas pela combinação 
aleatória direta dos segmentos da linhagem germinativa foi calculado, mas aumenta em razão dos mecanismos 


adicionais descritos: *suposição mínima de cerca de 10 variantes para as cadeias que não têm segmentos D e 
100 para as cadeias com segmentos D. O cálculo das cadeias B do receptor da célula T requer algumas 
explicações adicionais. O primeiro dos dois segmentos D (DB;) pode combinar-se com 50 genes V e com todos 
os 13 genes JB; e JB>. O outro segmento D (DB2) comporta-se do mesmo modo, mas consegue combinar-se 
apenas com os sete genes JB, situados em posição distal. 


TCR yò (TCR1) TCR of (TCR2) Ig 
Y fo) a B H L 
K A 

Segmentos dos genes V 12 cerca de 8 75 50 40 40 30 
Segmentos dos genes D — 3 — 1,1 27 — — 
Segmentos dos genes J 3,2 3 60 6,7 6 5 5 
Reunião combinatória Vxd VxDxJ VxJ VxDxJ VxDxJ VxJ Vxd 
aleatória 
(sem diversidade juncional) 12x5 8x3x3 75 x 60 50(13 + 7) 40x27x6 40x5 30x4 
Total 60 72 4.500 1.000 6.480 200 150 
Heterodimeros 60 x 72 4.500 x 1.000 6.480 x 200 6.480 x 150 
combinatórios 
Total (aproximado) 4,3 x 10º 4,5 x 10º 13 x 10° 1,0 x 10° 
Outros mecanismos: Ds 4,3 x 10° 4,5 x 10° 1,3 x 10° 1,0 x 10° 
em 3 estruturas de leitura, 
diversidade juncional, 
inserção de região N; x 10° 
Mutação somática — — +++ +++ 


Embora a quantidade exata de segmentos gênicos varie de um 
indivíduo para outro, geralmente existem cerca de 75 seg- 
mentos do gene Vo. e 60 segmentos do gene Ja. Se houvesse 
reunião aleatória completa de qualquer segmento V com 
qualquer segmento J, teríamos a possibilidade de produzir 
4.500 combinações VJ (75 x 60). Quanto à cadeia B do TCR, 


existem cerca de 50 genes VB localizados em posição proximal 


DNA da linhagem germinativa para a cadeia do TCR: 


[| 
ARS 


vB2 Di Jp22 cpa 


aos dois grupos dos genes DBJB, cada qual combinado com 
um gene CB (Figura 4.11). O primeiro grupo, que está asso- 
ciado a C1, tem um único gene B 1 e seis genes JB 1, enquanto 
o segundo grupo associado ao Cf2 também tem um único 
gene DB (DB2) e sete genes JB2. O segmento DB1 pode 
combinar-se com qualquer um dos 50 genes VB e qualquer 
um dos 13 genes /B1 e /B2 (Figura 4.11). O B2 comporta-se 


JB2 (1-7) 


DNA recombinado 


Figura 4.11 Recombinação do locus dos genes das cadeias b do receptor da célula T. Nesse exemplo, D1 foi recombinado com 
Jp2.2 e, em seguida, o gene V82 foi selecionado entre cerca de 50 outros genes VB (VBn). Se os mesmos segmentos V e D tivessem 
sido utilizados, mas dessa feita o gene escolhido fosse Jp 1.4, o segmento do gene C1 teria sido usado em substituição ao Cp2. 
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Figura 4.12 Diversidade juncional entre os segmentos da 
linhagem germinativa Va e Ja do TCR, produzindo trés 
sequéncias de proteinas variantes. A trinca de nucleotidios 
descartada está ressaltada em azul mais escuro. Para os genes 
das cadeias B do TCR e das cadeias pesadas da lg, a 
diversidade juncional pode aplicar-se aos segmentos V, D e J. 


da mesma maneira, mas pode combinar-se apenas com um 
dos sete genes /B2 situados em posição distal. Isso resulta em 
1.000 combinações VDJ diferentes possíveis para a cadeia B 
do TCR. Desse modo, embora os genes V D e J das cadeias 
a e B do TCR somem aritmeticamente apenas 200, eles 
produzem grande número de regiões variáveis a e diferentes 
por recombinação geométrica dos elementos básicos. Con- 
tudo, assim como ocorre com a recombinação dos genes das 
imunoglobulinas, isso é apenas o começo. 


Brincando com as junções 


Outro estratagema para introduzir mais variações no repertó- 
rio da linhagem germinativa, que é usado pelos genes do 
receptor da célula T e das imunoglobulinas (veja a Figura 
3.25), são as recombinações limítrofes variáveis de V D e J 
para produzir sequências juncionais diferentes (Figura 4.12). 

Como descrito no Capítulo 3, a diversidade é ampliada 
pela produção das sequências palindrômicas (elementos P), 
que se originam da formação de estruturas de “grampo de 
cabelo” durante o processo de recombinação e da inserção de 
nucleotídios na região N entre os segmentos V D e J (um 
processo associado à expressão da desoxinucleotidiltransferase 
terminal). Embora esses mecanismos acrescentem nucleoti- 
dios à sequência, a diversidade pode ser ampliada ainda mais 
pelas nucleases que “mastigam” as extremidades expostas da 
hélice de modo a remover nucleotídios. Esses processos 
também aumentam expressivamente o repertório (importante 
principalmente para os genes y e 8 do TCR) que, de outra 
forma, ficaria numericamente muito restrito. 

Outros mecanismos estão relacionados especificamente 
com a sequência da região D: principalmente no caso dos 
genes à do TCR, nos quais o segmento D pode ser lido em 
três estruturas de leitura diferentes e dois segmentos D podem 
ser reunidos, de tal modo que as combinações DD produzem 


uma terceira região determinante de complementaridade 
mais longa (CDR3) que a existente em outras moléculas de 
TCR ou anticorpo. 

Como a CDR3 de várias cadeias dos receptores é formada 
essencialmente pelas regiões situadas entre os segmentos V(D)/, 
nos quais os mecanismos de diversidade juncional podem 
introduzir um grau elevado de variabilidade dos aminoácidos, 
pode-se entender por que esse segmento hipervariável geral- 
mente contribui mais para a determinação da especificidade 
singular de ligação dos antígenos a essas moléculas. 


A edição do receptor 


Estudos recentes demonstraram que os linfócitos não estão 
necessariamente limitados ao receptor de antígenos que eles 
produzem inicialmente; se não gostarem do receptor, eles 
podem alterá-lo. A substituição de um receptor indesejável por 
outro que tenha características mais aceitáveis é conhecida como 
edição do receptor. Esse processo foi descrito para as imunoglo- 
bulinas e os TCR e permite a substituição das recombinações 
não funcionais ou das especificidades autorreativas. Além disso, 
a edição do receptor na periferia pode evitar que as células B de 
baixa afinidade entrem em processo de apoptose (morte celular) 
pela substituição de um receptor de baixa afinidade por outro 
com afinidade maior selecionável. A demonstração de que as 
células B maduras dos centros germinativos podem expressar 
RAG-1 e RAG-2, que controlam o processo de recombinação, 
comprova que isso realmente ocorre na periferia. 

Contudo, como esse processo de edição do receptor fun- 
ciona? Bem, no caso das cadeias receptoras que não têm 
segmentos de genes D (i. e., a cadeia leve da imunoglobulina 
e a cadeia a do TCR), pode ocorrer uma recombinação 
secundária por um segmento do gene V situado em posição 
proximal ao segmento VJ recombinado previamente, que é 
rearranjado com uma sequência 3’ do gene J; esses dois seg- 
mentos têm RSS intactas e compatíveis (Figura 4.134). 
Entretanto, com as cadeias pesadas das imunoglobulinas e as 
cadeias B dos TCR, o processo de recombinação VDJ exclui 
todas as RSS associadas ao segmento D (Figura 4.13b). Como 
Vy e Ju têm espaçadores com 23 pares de bases em suas RSS, 
eles não podem recombinar-se: isso violaria a regra 12/23. 
Esse impedimento aparente à edição do receptor dessas 
cadeias pode ser contornado pela presença de uma sequência 
próxima da extremidade 3’ das sequências codificadoras V, 
que pode funcionar como RSS substituta, de modo que o 
novo segmento V poderia simplesmente substituir o seg- 
mento V recombinado previamente, mantendo as mesmas 
sequências D e J (Figura 4.13b). Provavelmente, esse processo 
seria relativamente ineficiente e, desse modo, a edição do 
receptor poderia ocorrer mais facilmente nas cadeias leves das 
imunoglobulinas e nas cadeias a do TCR, do que nas cadeias 
pesadas das imunoglobulinas e nas cadeias B do TCR. Na 
verdade, alguns estudos sugeriram que a cadeia o. do TCR 
pode passar por uma série de recombinações com deleções 
contínuas dos segmentos VJ recombinados e previamente 
funcionantes, até que seja produzido um TCR desejável. 
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Figura 4.13 Edição do receptor. (a) No caso da cadeia leve da imunoglobulina ou da cadeia a do TCR, as sequências de sinais de 
recombinação (RSS; fragmentos de heptâmero-nonâmero) da extremidade 3' de cada segmento variável (V) e da extremidade 5' de 
cada segmento de reunião (J) são compatíveis entre si e, consequentemente, pode haver uma recombinação totalmente nova, 
como se pode observar. Isso resultaria em um receptor com sequência variável de cadeia leve diferente (neste exemplo, VkzJK; em 
substituição à VkaoJK3) combinada com a cadeia pesada original. (b) No caso da cadeia pesada da imunoglobulina ou da cadeia p 
do TCR, a organização das sequências de heptâmero-nonâmero da RSS impede que o segmento V recombine-se diretamente com 
o segmento J. Isso representa a chamada regra 12/23, que determina que as sequências de heptâmero-nonâmero associadas a um 
espaçador com 23 pares de bases (em cor violeta) podem formar pares de bases apenas com sequências de heptâmero-nonâmero 
que contenham um espaçador com 12 pares de bases (em cor vermelha). Os segmentos V e J da cadeia pesada têm RSS com um 
espaçador de 23 pares de bases e, consequentemente, não podem iniciar a transcrição. Além disso, todos os segmentos D que 
não foram recombinados foram excluídos, de modo que não existem espaçadores remanescentes com 12 pares de bases. Esse 
impedimento aparente à recombinação secundária provavelmente é superado pela presença de uma sequência RSS-like perto da 
extremidade 3' das sequências codificadoras do gene V, de maneira que apenas o segmento deste gene é substituído (no exemplo 
ilustrado, a sequência V,55DaJw> substituiu ViaoD ga) 2). 
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Reconhecimento das regiões genômicas 
apropriadas pela recombinase RAG 


Uma questão resolvida apenas recentemente é como a recom- 
binase RAG-1/RAG-2 seleciona as regiões genômicas apropria- 
das à recombinação desejada. Evidentemente, seria desastroso 
se esse complexo fosse capaz de acessar aleatoriamente o 
DNA, deixando fragmentos de hélice dupla para trás. Um 
mecanismo de proteção é induzir a expressão da RAG apenas 
nos pontos e nas ocasiões em que ela seja necessária, mas não 
explica como o complexo RAG é dirigido apenas para os loci 
das Ig e dos TCR das células que a expressam. Esse quebra- 
-cabeça é explicado pelos estudos sugestivos de que as altera- 
ções das histonas — proteínas sobre as quais o DNA é 
acondicionado — assinalam os loci específicos para a ligação 
do complexo RAG. Estudos recentes demonstraram que a 
histona H3 modificada pela trimetilação da lisina na posição 
4 (H3K4me3) funciona como sítio de ligação para a RAG. 
Desse modo, as regiões genômicas marcadas para a recombi- 
nação VDJ ficam localizadas perto das “marcas” com histona 
H3K4me3. Confirmando essa hipótese, a ablação experimen- 
tal das marcas H3K4me3 resulta na ampliação expressiva 
da recombinação V(D)J. Contudo, como as marcas de 
H3K4me3 são encontradas em regiões muito mais numerosas 
ao longo de todo o genoma que o número de /oci de receptor 
de antígeno existente, como o complexo RAG-1/RAG-2 
encontra os locais certos? A resposta parece ser que a especi- 
ficidade da RAG-1 pelos sítios das RSS, combinada com a 
especificidade da RAG-2 pelas marcas de H3K4me3 da cro- 
matina, pode atuar como marcadores que dirigem a recom- 
binase para os locais certos. A ligação do complexo RAG à 
marca de H3K4me3 também pode ativar a atividade da 
recombinase RAG-1 por um mecanismo alostérico, ampliando 
a atividade catalítica do complexo quando ele está posicio- 
nado no local certo. 


Ampliação da diversidade entre as cadeias 


O sistema imune utiliza um mecanismo engenhoso quando 
dois tipos diferentes de cadeia foram utilizados pelas molécu- 
las de reconhecimento, porque a combinação produz não 
apenas um segmento de recombinação maior com afinidade 
potencialmente maior, como também variações até então ine- 
xistentes. O pareamento das cadeias leves e pesadas entre as 
imunoglobulinas parece ser praticamente aleatório e, conse- 
quentemente, duas células B podem utilizar a mesma cadeia 
pesada, mas cadeias leves diferentes. Esse mecanismo de pro- 
dução de anticorpos com especificidades diferentes é obser- 
vado facilmente in vitro, ou seja, a combinação de diferentes 
cadeias leves recombinantes com a mesma cadeia pesada pode 
ser usada para realizar ajustes finos ou, em alguns casos, até 
mesmo alterar a especificidade do anticorpo resultante. Em 
geral, as evidências disponíveis sugerem que, in vivo, a con- 
tribuição principal à diversidade e à especificidade provenha 
da cadeia pesada, talvez independentemente do fato de que a 
cadeia pesada CDR3 assuma uma posição privilegiada na 


corrida pela diversidade, porque ela é codificada pelas junções 
entre três segmentos de genes: V D e J. 

Essa associação aleatória entre as cadeias y e 8 do TCR, 
as cadeias a e B do TCR e as cadeias leves e pesadas das 
imunoglobulinas amplia geometricamente a diversidade. 
Com base na Tabela 4.2, pode-se concluir que cerca 230 seg- 
mentos funcionais do TCR e 153 segmentos funcionais da Ig 
da linhagem germinativa podem originar 4,5 milhões e 
2,3 milhões de combinações diferentes, respectivamente, por 
combinações diretas sem levar em consideração todos os 
mecanismos funcionais criativos descritos antes. Parabéns à 
evolução! 


Hipermutação somática 


Como descrito no Capítulo 3, existem evidências inquestio- 
náveis de que os genes da região V das imunoglobulinas 
possam passar por hipermutação somática significativa, As 
análises de 18 mielomas À murinos detectaram 12 com 
estrutura idêntica, dentre os quais quatro tinham apenas 
uma substituição de aminoácidos, um tinha duas alterações 
e um apresentava quatro modificações (todas dentro das 
regiões hipervariáveis), sugerindo a hipermutação somática 
de um único gene À murino da linhagem germinativa. Em 
outro estudo, após a imunização com antígeno pneumocó- 
cico, um único gene Vy T15 da linhagem germinativa ori- 
ginou por mutação vários genes Vy diferentes, todos capazes 
de codificar anticorpos contra fosforilcolina (Figura 4.14). 

Alguns aspectos desse fenômeno de diversificação somá- 
tica merecem ser reconsiderados. As mutações são resultan- 
tes das substituições de um único nucleotídio, estão limitadas 
à região variável e diferente da região constante e ocorrem 
nas regiões hipervariáveis e estruturais. A frequência das 
mutações é extremamente alta — cerca de 1 x 10? por par 
de base por geração — ou seja, cerca de um milhão de vezes 
maior que a taxa de mutação dos outros genes dos mamífe- 
ros. Além disso, o mecanismo das mutações envolve até 
certo ponto a recombinação por permuta de classes, porque 
a enzima citidina-desaminase induzida por ativação 
(AID) é necessária aos dois processos e a hipermutação é 
mais comum com os anticorpos IgG e IgA do que com a 
IgM, afetando as cadeias pesadas (Figura 4.14) e leves. 
Contudo, em média, os genes V; sofrem mais mutações que 
os genes Vz. Isso poderia ser atribuído à edição do receptor, 
que atua mais comumente nas cadeias leves porque isso teria 
o efeito de manter a lousa limpa no que se refere às mutações 
dos genes V das cadeias leves, ao mesmo tempo em que 
manteria as mutações pontuais dos genes V das cadeias 
pesadas que já tivessem ocorrido. 

Conforme descrito no Capítulo 3, a AID inicia a recom- 
binação por permuta de classes e também a hipermutação 
somática com a desaminação da desoxicitidina localizada 
dentro de determinados pontos focais do DNA, que se carac- 
terizam pela presença das sequências WRC (W = A ou T, R 
= purina e C = desoxicitidina desaminada). Embora inicial- 
mente se acreditasse que o alvo da AID fosse o RNA, estudos 
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Figura 4.14 Mutações de um gene da linhagem germinativa. As sequências de aminoácidos das regiões V4 de cinco anticorpos 
IgM e cinco anticorpos IgG monoclonais contra fosforilcolina, que foram produzidos durante uma resposta ao antígeno 
pneumocócico de um único camundongo, são comparadas com a estrutura original da sequência da linhagem germinativa T15. As 
linhas indicam semelhança com o protótipo T15 e os círculos laranja assinalam diferenças de um único aminoácido. As mutações 
ocorreram apenas com as moléculas de IgG e aparecem nos segmentos hipervariáveis e estruturais. (Segundo Gearhart PJ. [1982] 
Immunology Today 3, 107.) Embora alguns outros estudos tenham demonstrado hipermutação somática dos anticorpos IgM, o 
número de mutações geralmente aumenta de forma expressiva depois da permuta de classes. 


mais recentes sugeriram que essa enzima atue diretamente no 
DNA, embora não seja possível afastar também a edição do 
RNA. A desaminação da desoxicitidina transforma essa base 
em desoxiuracila, que normalmente seria reparada pelas 
enzimas de reparação de bases, mas por motivos ainda não 
totalmente esclarecidos, pode resultar na remoção da uracila 
inadequada; essa base desalinhada forma um espaço que é 
preenchido por uma polimerase corretiva de erros de modo a 
produzir uma mutação pontual nessa posição e também pode 
provocar mutações das bases circundantes. Ainda não está 
claro como a AID é dirigida para os locais certos dentro das 
regiões V dos genes recombinados da Ig, de modo a assegurar 
que as mutações não sejam introduzidas acidentalmente em 
outros loci; contudo, como também ocorre com a recombi- 
nase RAG, esse processo poderia envolver modificações das 
histonas específicas. As versões hiperacetiladas das histonas 
H3 e Há parecem ser mais abundantes nas regiões V mutan- 
tes que nas regiões C dos genes da Ig. Essa combinação, 
somada à observação de que a AID é recrutada aos genes em 
transcrição ativa pelas proteínas que se ligam às sequências 
CAGGTG presentes em todos os genes promotores da trans- 
crição das Ig, sugere que este seja o mecanismo do processo. 
Desse modo, a combinação da sequência CAGGTG e as 
histonas modificadas descritas antes poderiam posicionar a 
AID nos locais certos onde deve atuar. 

A hipermutação somática não parece ampliar expressiva- 
mente o repertório disponível nos estágios iniciais da resposta 
primária, mas ocorre durante a formação de memória e é 
responsável pelo ajuste da resposta em níveis mais altos de 
afinidade. 

Recentemente, pesquisadores publicaram estudos suge- 
rindo que também haja outro mecanismo para a ampliação 
da diversidade. Isso consiste na inserção ou na deleção de 
fragmentos curtos de nucleotídios dentro da sequência dos 


genes V das imunoglobulinas, que codificam as cadeias leves 
e pesadas. Esse mecanismo produziria um efeito intermediá- 
rio no reconhecimento dos antígenos, ou seja, mais acentuado 
que uma mutação pontual simples, porém muito mais sutil 
que a edição do receptor. Em um estudo, a reação em cadeia 
da polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR, do inglês, 
reverse transcriptase-polymerase chain reaction) foi usada para 
ampliar os genes V; e V; expressos pelas células B IgG* 365 
e os autores demonstraram que 6,5% delas continham inser- 
ções ou deleções de nucleotídios. Os transcritos permaneciam 
na estrutura do gene e não tinham sido introduzidos códons 
de parada por essas modificações. A porcentagem das células 
que continham essas alterações provavelmente foi subesti- 
mada. Todas as inserções e as deleções estavam dentro ou 
próximas do CDRI e/ou do CDR2. A diversidade da região 
N do CDR3 significava que não seria possível analisar a ter- 
ceira região hipervariável quanto às inserções/deleções desse 
tipo e, consequentemente, elas teriam passado despercebidas 
à análise. O fato de que as alterações estavam associadas aos 
CDR sugere que as células B tivessem sido submetidas à 
seleção por antígeno. Também era notável que as inserções/ 
deleções ocorreram em pontos focais conhecidos para a 
mutação pontual somática, e, nesse caso, a mesma DNA- 
polimerase corretora de erros também pode estar envolvida 
nesse processo. Em geral, as sequências eram duplicações de 
uma sequência adjacente no caso das inserções, ou uma 
deleção de uma sequência repetida conhecida. Assim como 
ocorre com a edição do receptor, esse tipo de modificação 
pode ser muito importante para a eliminação da autorrea- 
tividade e também para a ampliação da afinidade do 
anticorpo. 

Por outro lado, os genes do receptor da célula T geral- 
mente não sofrem hipermutação somática. Alguns autores 
sugeriram que isso poderia ser uma medida de segurança útil, 
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na medida em que as células T são selecionadas positivamente 
no timo para reagir fracamente ao MHC próprio (veja a p. 
301) e, desse modo, as mutações poderiam facilmente resultar 
no desenvolvimento de receptores autorreativos de alta afini- 
dade e em autoimunidade. 

Alguém poderia perguntar como é que esse conjunto de 
genes da linhagem germinativa é protegido das mutações 
genéticas. Com um repertório de cerca de 390 genes V De 
J funcionais, a seleção poderia atuar muito pouco em deter- 
minado gene isolado que tivesse sido alterado por mutação, 
e isso significa que uma parte expressiva do repertório poderia 
ser perdida, antes que as forças evolucionárias atuassem. Uma 
hipótese é de que cada subfamília dos genes V relacionados 
contenha um protótipo que codifica um anticorpo indispen- 
sável à proteção contra algum patógeno comum, de modo 
que a mutação desse gene colocaria o hospedeiro em desvan- 
tagem e, por essa razão, seria eliminado pelo processo de 
seleção. Quando quaisquer outros genes diretamente relacio- 
nados desse grupo tornam-se anormais por mutação, esse 
gene indispensável poderia repará-los por conversão gênica, 
um mecanismo que assegura que os dois genes interajam de 
forma que a sequência de nucleotídios de parte ou todo o 
gene seja idêntica à sequência do outro. Embora a conversão 
gênica tenha sido sugerida para explicar a diversificação dos 
genes do MHC, ela também pode atuar em outras famílias 
de genes de modo a manter certo grau de homogeneidade das 
sequências. Evidentemente, esse mecanismo é amplamente 
utilizado (p. ex., nas galinhas e nos coelhos) para produzir a 
diversidade das imunoglobulinas. Nos coelhos, um único 
gene Vy da linhagem germinativa é recombinado na maioria 
das células B; em seguida, esse gene transforma-se em subs- 
trato para a conversão gênica por um representante do grupo 
numeroso de pseudogenes Vy. Nos seres humanos, também 
existem grandes quantidades de pseudogenes Vy e genes 
órfãos (genes situados fora do locus gênico, geralmente em um 
cromossomo totalmente diferente) que, na verdade, são mais 
numerosos que os genes funcionais, embora até hoje não 
existam evidências de que eles sejam utilizados nos processos 
de conversão gênica. 


Receptores NK 


As células natural killer (NK) constituem uma população de 
leucócitos que, assim como as células T e B, utilizam receptores 
que podem desencadear sua ativação, cujas consequências são 
a secreção de citocinas (principalmente IFNy) e a liberação de 
sinais para suas células-alvo por meio do ligante Fas, ou dos 
grânulos citotóxicos capazes de destruir a célula que liberou o 
sinal de ativação (Figuras 1.24 e 1.25). Contudo, além dos 
receptores NK ativadores, as células NK também dispõem de 
receptores capazes de inibir sua função. Como veremos adiante, 
os receptores inibitórios da célula NK são fundamentais à 
função normal dessas células, porque esses receptores impedem 
que as células NK ataquem indiscriminadamente os tecidos 
normais do hospedeiro. Vejamos mais alguns detalhes desse 


processo, porque ele é muito diferente do que ocorre com as 
células T e B. O linfócito T ou B possui um único tipo de 
receptor que reconhece um antígeno ou não. As células NK 
têm dois tipos de receptor: os ativadores que desencadeiam a 
atividade citotóxica quando reconhecem ligantes que não deve- 
riam estar presentes na célula-alvo; e os inibitórios que contêm 
a atividade destrutiva das células NK quando reconhecem 
ligantes que deveriam estar presentes. Desse modo, a atividade 
citotóxica das células NK pode ser ativada em duas situações 
diferentes: aparecimento de ligantes para os receptores ativado- 
res ou desaparecimento dos ligantes para os receptores inibi- 
tórios. Evidentemente, esses dois processos podem ocorrer 
simultaneamente, mas um é suficiente. 

No Capítulo 1, descrevemos com alguns detalhes a ativi- 
dade citotóxica mediada pelas células NK (p. 26), mas aqui 
enfatizamos como essas células selecionam seus alvos em con- 
sequência das alterações do padrão normal de expressão das 
moléculas da superfície celular (tais como as moléculas clás- 
sicas do MHC classe I), que podem ocorrer durante uma 
infecção viral. As células NK também podem atacar as células 
que apresentam níveis normais de expressão das moléculas 
clássicas do MHC classe I, mas que têm níveis hiper-regula- 
dos das moléculas não clássicas do MHC classe I, que 
ocorrem em consequência do estresse celular ou dos danos ao 


DNA. 


As células NK expressam receptores 
“constitucionais” diversos 


Ao contrário dos receptores de antígenos dos linfócitos T e 
B, os receptores NK são “constitucionais” e não sofrem 
recombinação VDJ para desenvolver diversidade. Por essa 
razão, a diversidade dos receptores das células NK é conse- 
guida por duplicação e divergência dos genes e, nesse aspecto, 
é semelhante aos receptores de reconhecimento de padrões 
descritos no Capítulo 1. Desse modo, os receptores NK cons- 
tituem um “saco de retalhos” até certo ponto confuso com 
moléculas estruturalmente diferentes, que têm em comum a 
propriedade funcional de conseguir rastrear as células quanto 
aos padrões normais de expressão do MHC e das moléculas 
relacionadas. Ao contrário das células T af, as células NK 
não são restritas aa MHC, no sentido de que não “enxergam” 
o antígeno apenas quando ele é apresentado no sulco das 
moléculas do MHC classe I ou II. Pelo contrário, uma das 
funções principais das células NK é patrulhar o organismo 
em busca de células que perderam a expressão das moléculas 
clássicas do MHC classe I que, em condições normais, são 
ubíquas; essa condição é conhecida como reconhecimento 
da “perda do que é próprio” (Figura 4.15). Em geral, essas 
células anormais são malignas ou estão infectadas por um 
microrganismo que interferiu na expressão das moléculas da 
classe I. 

No Capitulo 1, vimos que muitos patégenos ativam os 
receptores de reconhecimento de padrões (PRR), inclusive os 
receptores Toll-like que induzem a transcrição dos fatores 
regulados pelos interferons, que dirigem a transcrição dos 
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interferons tipo I (IFNa e IFNB). Assim como ocorre com 
o TLR3, o TLR7-9 e as helicases R/G-like, os PRR localizados 
nos compartimentos intracelulares são particularmente aptos 
a induzir a expressão dos interferons tipo I (veja a Figura 1.7). 
Em geral, esses PRR detectam moléculas longas de RNA de 
hélice simples ou dupla, que são produzidas comumente por 
muitos vírus. Uma das consequências da secreção dos inter- 
ferons é o bloqueio da síntese proteica e a hiporregulação 
subsequente das moléculas do MHC classe I, entre outras. 
Desse modo, a detecção dos padrões moleculares associados 
aos patógenos (PAMP) liberados pelos vírus ou outros 
patógenos intracelulares pode tornar essas células vulneráveis 
ao ataque mediado pelas células NK. Como isso ocorre exa- 
tamente? Muitos patógenos intracelulares também interferem 
diretamente na expressão ou na exposição das moléculas 
do MHC classe I na superfície celular, como uma estratégia 
para impedir sua detecção pelas células T CD8*, que ras- 
treiam essas moléculas para detectar a presença de peptídios 
estranhos. 

Em razão da função central que as moléculas do MHC 
classe I desempenham na apresentação dos peptídios origina- 
dos dos patógenos intracelulares ao sistema imune, é relativa- 
mente fácil compreender por que essas moléculas podem 
atrair as atenções para os vírus ou outros convidados indese- 
jáveis que planejem entrar como “penetras” nas células do 
hospedeiro. Provavelmente, essa é a razão pela qual as células 
NK atuam colaborativamente com as células T restritas ao 
MHC, de modo a assegurar que os patógenos (ou outras 
condições que possam interferir na expressão do MHC classe 
I e, desse modo, com a apresentação dos antígenos às células 
T aß) tenham sobrevida curta. As células que se acham nessa 
posição desventurada provavelmente se encontram pouco 
depois com os olhares atentos de uma célula NK ativada. Em 
geral, esse encontro resulta na morte da célula errante em 
consequência do ataque dos grânulos citotóxicos, que contêm 
uma série de proteases e outras enzimas destrutivas liberadas 
pela célula NK ativada. 


Os receptores NK podem ser ativadores 
ou inibitórios 


As células NK desempenham um papel importante na batalha 
contra infecções virais e tumores em desenvolvimento e rea- 
lizam seu trabalho utilizando dois conjuntos de receptores; os 
ativadores, que reconhecem as moléculas expressas em quan- 
tidades excessivas pelas células infectadas ou sob estresse; e os 
receptores inibitórios, que reconhecem as moléculas do MHC 
classe I ou moléculas relacionadas, que monitoram a expres- 
são correta das moléculas clássicas desse complexo. O equilí- 
brio entre os estímulos ativadores e inibitórios determina se 
a célula-alvo será destruída pelas células NK (Figura 4.15). 
Várias famílias estruturalmente diferentes de receptores 
NK foram descritas: incluem os receptores de lectina tipo 
C (CTLR, do inglês, C-type lectin receptors) e os receptores 
semelhantes às Ig. Esses dois tipos de receptores podem ser 
ativadores e inibitórios (Tabela 4.3). Os receptores inibitórios 
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Figura 4.15 Atividade citotóxica da célula natural killer (NK) 
e a hipótese da “perda do que é próprio”. (a) Depois do 
encontro com uma célula que expressa moléculas autólogas 
normais do MHC classe |, os receptores inibitórios NK são 
acoplados e os receptores ativadores NK permanecem 
desacoplados porque os ligantes ativadores não são expressos 
pela célula-alvo. A célula NK não é ativada nesse caso. (b) A 
perda da expressão das moléculas do MHC classe | (“perda do 
que é próprio”) e também a expressão de um ou mais ligantes 
para os receptores NK ativadores provocam o ataque da célula 
mediado pelas células NK por meio dos seus grânulos 
citotóxicos. (c) Depois do encontro com uma célula-alvo que 
expressa moléculas do MHC classe |, mas também um ou mais 
ligantes dos receptores NK ativadores (“próprio induzido”, veja a 
p. 101), o resultado é determinado pela potência relativa dos 
sinais inibitórios e ativadores recebidos pela célula NK. (d) Em 
alguns casos, as células podem não expressar moléculas do 
MHC classe | ou ligantes ativadores e, ainda assim, podem ser 
ignoradas pelas células NK, possivelmente em consequência da 
expressão de ligantes alternativos para os receptores NK 
inibitórios. 


contêm ITIM (do inglês, immunoreceptor tyrosine-base 
inhibitory motifs), nos quais suas extremidades citoplasmá- 
ticas desempenham função inibitória intracelular por recru- 
tamento das fosfatases (p. ex., SHP-1) capazes de antagonizar 
os eventos de transdução de sinais que, de outra maneira, 
resultariam na liberação dos grânulos citotóxicos NK ou das 
citocinas (Figura 4.16). Por outro lado, os receptores ativado- 
res estão associados às proteínas acessórias (p. ex., DAP-12), 
que contêm ITAM ativadores positivos em suas extremidades 
citoplasmáticas e podem promover as respostas que resultam 
no ataque mediado pela célula NK. Com o acoplamento aos 
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Tabela 4.3 Receptores ativadores e inibitórios da célula natural killer humana. Esta tabela não esta 
completa porque alguns receptores não foram incluídos. Observe que a família dos receptores killer 


immunoglobulin-like (KIR) não é utilizada pelos camundongos, que, em vez disso, contêm vários receptores da 
família Ly49. 


Família 
KIR 


Receptor 
KIR2DL1 
KIR2DL2/3 
KIR2DL5 
KIR3DL1 
KIRSDL2 
KIR2DS1 
KIR2DS2 
KIR3DS1 
KIR2DS3 
KIR2DS4 
KIR2DS5 
KIR2DL4 
CD94:NKG2A 
NKR-P1A 
CD94:NKG2C 
CD94:NKG2E 
NKp30 
NKp44 
NKp48 

CD18 

ILT2 


Lectina tipo C 


Citotoxicidade natural 


Outros 


seus ligantes cognatos (moléculas do MHC classe I), os recep- 
tores inibitórios suprimem os sinais que, de outro modo, 
resultariam na ativação da célula NK. Por essa razão, as células 
que não têm moléculas do MHC classe I não conseguem 
ativar os receptores inibitórios e provavelmente sofrem as 
consequências (Figura 4.15). 

Os receptores NK são extremamente diversos e, como essa 
área ainda é experimental, apresentamos a seguir algumas 
generalizações necessárias. 


Receptores Ly49 


Nos camundongos, a classe principal dos receptores de moni- 
toramento do MHC classe I é representada pela família de 
receptores poligênicos Ly49, que contêm cerca de 23 genes 
diferentes: Ly49A a Ly49W. Esses receptores estão expressos 
como homodímeros reunidos por ligações dissulfidricas e 
cada monômero é constituído de um domínio de lectina tipo 
C conectado à membrana celular por uma haste em hélice a 
com cerca de 40 aminoácidos (Figura 4.16a); cada célula NK 


Ligante Função 
HLA-C grupo 2 Inibitória 
HLA-C grupo 1 Inibitória 
Desconhecido Inibitória 
Bw4, HLA-B Inibitória 
HLA-A3/HLA-A11 Inibitória 
HLA-C grupo 2 Ativadora 
HLA-C grupo 1 Ativadora 
Bw4, HLA-B Ativadora 
Desconhecido Ativadora 
HLA-Cw4 Ativadora 
Desconhecido Ativadora 
HLA-G Ativadora 
HLA-E Inibitória 
LLT1 Inibitória 
HLA-E Ativadora 
HLA-E Ativadora 
BAT-3 Ativadora 
Hemaglutinina viral Ativadora 
Hemaglutinina viral Ativadora 
IgG Ativadora 
HLA-A, B, C, G Inibitória 


expressa um dentre quatro tipos de genes diferentes para o 
Ly49. Cada receptor Ly49 reconhece as moléculas do MHC 
classe I por um mecanismo que, na maioria dos casos, não 
depende do peptídio acoplado. Os dímeros de Ly49 estabe- 
lecem contato com as moléculas do MHC classe I em dois 
pontos diferentes, que não se superpóem significativamente 
com a região de ligação do TCR ao MHC (Figura 4.16e). 


Receptores KIR 


Ao contrário do que ocorre com as outras espécies, os seres 
humanos não utilizam os receptores à base de Ly49 para desem- 
penhar a mesma função e, em vez disso, utilizam um conjunto 
de receptores funcionalmente equivalentes (mas estrutural- 
mente diferentes) com essa finalidade, ou seja, os receptores 
KIR (Figura 4.16c,d). Esse é um bom exemplo de evolução 
convergente, com a qual genes diferentes evoluíram para 
desempenhar a mesma função. Ao contrário do tipo de ligação 
ao MHC que ocorre com os receptores Ly49, os KIR estabe- 
lecem contato com as moléculas do MHC classe I com uma 
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Figura 4.16 Receptores NK. (a) Ilustração esquemática de um dímero do receptor Ly49 inibitório, que é formado por dois domínios 
de lectina tipo C (CTLD). As extremidades citoplasmáticas dos receptores Ly49 contêm motifs de inibição baseados na tirosina dos 
imunorreceptores (ITIM), que podem recrutar fosfatases (como a SHP-1) capazes de antagonizar a ativação da célula NK. Os 
receptores Ly49 ativadores não contêm ITIM e podem combinar-se com proteínas acessórias que têm ITAM (como a DAP-12) 
capazes de promover a ativação da célula NK. (b) Domínio de lectina tipo C dos receptores Ly49 da célula NK. A estrutura 
tridimensional ilustrada é a de um dimero de Ly49A (Protein Data Bank, código de entrada 1Q03): o monômero A tem cor azul e o 
monômero B está representado pela cor verde. De modo a facilitar o entendimento, os elementos estruturais secundários (hélices a, 
fitas B, ligações dissulfídricas e terminações N e C) foram assinalados apenas para um monômero. (Ilustração cedida gentilmente 
pelo Dr. Nazzareno Dimasi) (c) Os KIR humanos (do inglês, killer immunoglobulin-like receptors, receptores killer semelhantes à 
imunoglobulina) são funcionalmente equivalentes aos receptores Ly49 murinos, embora sejam estruturalmente diferentes. Conforme 
ilustrado, esses receptores contêm dois ou três domínios extracelulares semelhantes à Ig e também podem ser ativadores ou 
inibitórios, dependendo da existência de um fragmento de ITIM em seus domínios citoplasmáticos. Os receptores ativadores podem 
combinar-se com o complexo acessório DAP-12 (que contém ITAM) de modo a propagar os sinais de ativação ao interior da célula 
NK, resultando no ataque mediado por esta célula. (d) Estrutura dos domínios extracelulares semelhantes à Ig (D1 e D2) do receptor 
KIR. (Ilustração cedida gentilmente pelo Dr. Peter Sun, baseada nas descrições publicadas originalmente em Boyington J.C. et al. 
[2000] Nature 405, 537.). (e) Diagrama de fitas da estrutura cristalina do complexo Ly49C/H-2Kº. O Ly49C, a cadeia pesada H-2K° e a 
B>-microglobulina (82M) estão ilustrados em vermelho, dourado e verde, respectivamente. O peptídio ligado ao MHC (cinza) está 
representado pela configuração de bola e taco. (Ilustração cedida gentilmente pelo Dr. Lu Deng e pelo professor Roy A. Mariuzza.) 
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orientação semelhante ao mecanismo de acoplamento do TCR, 
ou seja, o contato com o peptídio acoplado faz parte da inte- 
ração. Entretanto, é importante enfatizar que, embora os KIR 
estabeleçam contato com o peptídio dentro do sulco da molé- 
cula do MHC classe I, esses receptores não diferenciam entre 
os peptídios próprios e estranhos, como ocorre com os TCR. 


Receptores CD94/NKG2 


As células NK também utilizam os componentes da família 
CD94/NKG2, que pertencem à classe dos receptores CTLR 
presentes nos genomas dos seres humanos, dos ratos e dos 
camundongos. Os heterodímeros CD94/NKG2A, que são 
receptores inibitórios, podem monitorar indiretamente a 
expressão das proteínas do MHC classe I por sua interação 
com uma molécula invariável relacionada com o MHC 
(conhecida como HLA-E nos seres humanos e Qal’ nos 
camundongos), cuja expressão na superfície celular depende 
da síntese apropriada das proteínas principais A, B e C do 
MHC classe I, conforme descrito com mais detalhes adiante. 
Quando detectam níveis normais do HLA-E, os receptores 
inibitórios impedem o ataque das células NK. Os heterodí- 
meros CD94/NKG2 estão expressos na maioria das células 
NK e também nos linfócitos T 75. 

Esse sistema de receptores monitora indiretamente a expres- 
são das moléculas do MHC classe I por um mecanismo muito 
engenhoso. As moléculas HLA-E/Qal relacionadas com o 
MHC classe I são notáveis pelo fato de que se ligam principal- 
mente aos peptídios invariáveis encontrados nas sequências 
direcionadoras (aminoácidos 3 a 11) das moléculas A, Be C 
do MHC classe I. Com a ausência das sequências direcionado- 
ras nesses peptídios, o HLA-E e o Qal’ não são expressos na 
superfície celular e, desse modo, deflagram o ataque das células 
NK. Como muitos agentes microbianos (principalmente vírus) 
antagonizam a expressão das moléculas do MHC classe I, o 
monitoramento do nível de expressão dessas moléculas é uma 
forma rápida de detectar que nem tudo está bem. 

Outro membro dessa família de receptores — NKG2D 
— não se combina com o CD94 e, em vez disso, forma homo- 
dímeros NKG2D/NKG2D, que são receptores ativadores. Os 
homodímeros de NKG2D reconhecem as proteínas relaciona- 
das com o MHC — cadeias A e B relacionadas com a cadeia 
do MHC classe I (MICA e MICB) — assim como as proteí- 
nas de ligação UL16 dos seres humanos e das proteínas homó- 
logas H60/ERA-1/MULT-1 dos camundongos. A expressão 
desses ligantes está hiper-regulada nas células danificadas ou sob 


estresse, conforme descrito com mais detalhes adiante. 


Receptores de citotoxicidade natural 


Outros receptores da célula NK, que pertencem à classe seme- 
lhante à Ig, são os receptores de citotoxicidade natural 
(como NKp30, NKp44 e NKp46), todos receptores com 
função de ativação. Os ligantes desses receptores ainda não 
foram definidos, mas existem algumas evidências de que eles 
possam detectar alguns produtos virais (p. ex., hemaglutinina 


do vírus influenza ou do vírus Sendai) e também sejam sen- 
síveis aos padrées alterados do sulfato de heparano das super- 
ficies dos tumores. Recentemente, o BAT-3 (transcrito 3 
associado ao HLA-B), uma proteína implicada nos mecanis- 
mos de resposta aos danos do DNA, também foi sugerido 
como ligante para o NKp30. 


Receptores de Fc CD16 


Outro exemplo de receptor ativador da célula NK é o CD16, 
também conhecido como receptor Fc de baixa afinidade para 
IgG, que é responsável pela citotoxicidade celular dependente 
de anticorpo (ADCC, do inglês, antibody-dependent cellular 
cytotoxicity; veja a p. 49). Nesse caso, o ligante do receptor é 
a IgG ligada ao antígeno presente em uma célula-alvo, o que 
certamente não é uma condição normal. 


As respostas ao estresse celular e aos danos 
do DNA podem ativar as células NK 


O estresse celular (p. ex., choque térmico) também é uma 
condição preocupante para as células do sistema imune, 
porque isso também pode ser causado por infecção ou, de 
outro modo, essas células podem estar em processo de trans- 
formação maligna. O sistema HLA-E/Qal, que foi descrito 
antes e participa da monitoramento do nível de expressão das 
proteínas do MHC classe I, também está envolvido na atração 
das atenções das células NK quando as células estão sob 
estresse. Em resposta aos diversos tipos de estresse celular, as 
proteínas do choque térmico como a HSP-60 são induzidas 
e os peptídios derivados dessa proteína direcionadora podem 
deslocar os peptídios derivados do MHC classe I da fenda de 
ligação do peptídio HLA-E. Embora os complexos peptídicos 
HLA-E/HSP-60 sejam levados à superficie da célula, eles não 
são mais reconhecidos pelos heterodímeros de CD94/NKG2 
e isso resulta na ativação da célula NK em razão da “perda do 
que é próprio”. 

Além de reconhecer a “perda do que é próprio”, as células 
NK também utilizam seus receptores para reconhecer direta- 
mente os componentes dos patógenos ou as proteínas atípicas 
semelhantes ao MHC classe I (p. ex., MICA e MICB) que, 
em condições normais, estão expressas em níveis baixos nas 
células saudáveis normais. A MICA e os ligantes semelhantes 
têm um padrão complexo de expressão, mas geralmente estão 
hiper-regulados nas células infectadas ou transformadas e isso 
pode ser suficiente para ativar os receptores NK, que são 
capazes de enviar sinais de ativação; esse fenômeno é conhe- 
cido como reconhecimento do “próprio induzido” 
(Figura 4.15). Com a ligação, os receptores ativadores coman- 
dam a célula NK para destruir a célula-alvo e/ou secretar 
citocinas. Em condições normais, a situação potencialmente 
anárquica na qual as células NK poderiam atrair todas as 
células do corpo é impedida em consequência do reconheci- 
mento das moléculas do MHC classe I pelos receptores ini- 
bitórios. Desse modo, o padrão normal de expressão do 
MHC classe I suprime a atividade citotóxica da célula NK, 
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enquanto a existência de padrões anormais de moléculas pró- 
prias induz sua ativação. A intensidade relativa desses sinais 
determina se o ataque das células NK ocorrerá ou não. 
Estudos recentes também sugeriram que as quinases das 
etapas de verificação (como a Chk1) envolvidas na resposta 
aos danos do DNA possam estimular a expressão de vários 
ligantes ativadores para os receptores NKG2, quando uma 
célula é danificada pela irradiação y ou depois do tratamento 
com fármacos que danificam o DNA. Isso sugere que as 
células que sofreram danos ao DNA possam, além de ativar 
seus mecanismos de reparação do DNA, também aumentar 
os níveis de expressão dos ligantes dos receptores NK de 
maneira a alertar o sistema imune. Isso faz sentido, porque 
essas células são perigosas na medida em que podem escapar 
dos controles normais da proliferação e formar um tumor 
em consequência do reparo defeituoso ou parcial do DNA. 
Na verdade, a vigilância antitumoral parece ser uma das 
funções principais das células NK, conforme descrito no 


Capítulo 17. 


Complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC) 


As moléculas desse complexo foram definidas originalmente 
por sua capacidade de provocar a rejeição vigorosa dos enxer- 
tos permutados entre membros diferentes da mesma espécie 
(Marco histórico 4.2). Nas seções anteriores, já mencionamos 
a necessidade de que os antígenos estejam combinados com 
as moléculas do MHC classe I ou II para que possam ser 
reconhecidos pelos linfócitos T (Figura 4.8). O Capítulo 5 
descreve como os peptídios antigênicos são processados e 
selecionados para apresentação dentro das moléculas do 
MHC e como o TCR “enxerga” esse complexo, mas vejamos 
aqui resumidamente os aspectos principais, de modo que o 
leitor entenda por que essas moléculas são extremamente 
importantes ao sistema imune. 

As moléculas do MHC reúnem-se dentro da célula, onde 
se combinam com fragmentos peptídicos curtos originados 
das proteínas produzidas pela célula (as moléculas do MHC 
classe I combinam-se com os peptídios derivados das proteí- 
nas sintetizadas dentro da célula) ou das proteínas que foram 
interiorizadas pela célula por meio da fagocitose ou da pino- 
citose (as moléculas do MHC classe II combinam-se com 
peptídios originados das proteínas produzidas fora da célula). 
Existem algumas exceções a essas regras gerais, conforme des- 
crito mais detalhadamente no Capítulo 5. Nas seções ante- 
riores, já mencionamos a analogia de que esse processo 
constitui um tipo de sistema de verificação ou “controle de 
qualidade”, por meio do qual uma fração das proteínas pre- 
sentes na célula em determinado momento é apresentada aos 
linfócitos T para inspeção, de modo a assegurar que nenhuma 
seja originada de materiais estranhos. Evidentemente, quando 
uma célula abriga um peptídio estranho, queremos que o 
sistema imune saiba disso o mais rapidamente possível, para 
que possam ser tomadas as medidas apropriadas. Desse modo, 


as moléculas do MHC classe I exibem peptídios que são 
próprios, ou que são produzidos por um vírus ou uma bac- 
téria intracelular. As moléculas do MHC classe II exibem os 
peptídios originados das proteínas próprias extracelulares ou 
das proteínas que são produzidas pelos microrganismos extra- 
celulares. A questão básica é permitir que os linfócitos T 
inspecionem o que acontece dentro da célula em termos 
antigênicos. 

Como veremos adiante, as moléculas do MHC classe I 
desempenham uma função importante na apresentação dos 
peptídios à inspeção pelas células T CD8, que se ocupam 
principalmente em descobrir células infectadas por vírus ou 
“anormais”, de modo que sejam destruídas. Quando um lin- 
fócito T CD8 com seu TCR reconhece uma combinação de 
peptídio-MHC classe I que se “encaixa” adequadamente ao 
seu TCR, ele ataca e destrói a célula. Por outro lado, as molé- 
culas do MHC classe II não são expressas pela população geral 
de células, mas se limitam às células do sistema imune (p. ex., 
células dendríticas, DC) que tenham a função de apresentar 
antígenos, conforme descrito no Capítulo 1. Com o reconhe- 
cimento de uma combinação apropriada de peptídio-MHC 
classe II por um linfócito T CD4, ocorre ativação deste 
último e maturação em células T efetoras capazes de ajudar, 
por exemplo, as células B a produzirem anticorpos. Embora 
esse quadro esteja muito simplificado, conforme veremos nos 
capítulos subsequentes, é importante ter em mente a noção 
geral de que as moléculas do MHC classes I e II apresentam 
peptídios aos linfócitos T específicos para CD8 e CD4, res- 
pectivamente, de maneira a permitir que essas células deter- 
minem se devem ser “ativadas” e avançar na direção da 
diferenciação em células efetoras. A seguir, veremos essas 
moléculas com mais detalhes. 


As moléculas das classes | e Il são 
heterodímeros acoplados à membrana 


MHC classe | 


As moléculas da classe I consistem em uma cadeia polipep- 
tídica pesada de 44 kDa ligada não covalentemente a um 
polipeptídio menor de 12 kDa conhecido como B;-micro- 
globulina. A maior parte da cadeia pesada está organizada 
em três domínios globulares (a4, a, e 013; Figura 4.17), que 
se projetam a partir da superfície da célula; um segmento 
hidrofóbico fixa a molécula à membrana e uma sequência 
hidrofílica curta mergulha a região C-terminal dentro do 
citoplasma. 

O esclarecimento da estrutura cristalina de uma molécula 
do MHC classe I humano possibilitou um avanço excitante 
no sentido de entender a função desse sistema. A B;-microglo- 
bulina e a região a3 assemelham-se aos domínios clássicos da 
Ig quanto ao seu padrão de dobradura (veja a Figura 4.170). 
Entretanto, os dominios 01; e 12, que se localizam em posição 
mais distal à membrana, formam duas hélices a. estendidas 
acima da base formada pelas fitas reunidas em uma lâmina 
B-pregueada; o conjunto constitui uma fenda bem definida 
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9 Marco histórico 4.2 Complexo principal de histocompat 


Peter Gorer desenvolveu antissoros de coelho contra 
eritrócitos retirados dos camundongos de cepa pura 
(resultante de mais de 20 acasalamentos entre irmãos) e, 
por absorção cruzada cuidadosa com as hemácias de 
cepas diferentes, ele conseguiu identificar o antígeno Il 
cepa-específico, hoje conhecido como H-2 (Tabela M4.2.1). 

Em seguida, Gorer demonstrou que a rejeição de um 
tumor do camundongo albino (A) pelos camundongos 
negros (C57) estava relacionada diretamente com a 
presença do antígeno Il (Tabela M4.2.2) e que a rejeição 
tumoral estava associada ao desenvolvimento de anticorpos 
contra esse antígeno. 

Mais tarde, George Snell introduziu o termo antígeno de 
histocompatibilidade (H) para descrever os antígenos 
que provocavam rejeição dos enxertos e demonstrou que, 
entre todos os antígenos H possíveis, as diferenças do 
locus do H-2 (i. e., antígeno Il) desencadeavam as 
rejeições mais intensas observadas entre várias cepas de 
camundongos. Aos poucos, estudos trabalhosos revelaram 
gradativamente uma situação extremamente complicada. 
Longe de representar um único locus de genes, 


Tabela M4.2.1 Identificação do H-2 (antígeno Il) 


Antissoro de coelho Antígenos detectados 
contra: nas hemácias dos albinos 
1 m 
Albino (A) +++ +++ ++ 
Negro (C57) ++ — ++ 


descobriu-se que o H-2 era um complexo grande de vários 
genes, dos quais muitos eram extremamente polimórficos, 
originando então o termo complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC, do inglês, major 
histocompatibility complex). Os componentes principais 
dos mapas genéticos modernos do HLA humano e do 
MHC H-2 dos camundongos estão ilustrados na 

Figura M4.2.1 para oferecer ao leitor uma visão geral da 
constituição complexa dessa região importante (ou seja, 
para os imunologistas, porque aparentemente todas as 
regiões repetidamente transcritas são importantes de 
alguma maneira para o hospedeiro). 


Tabela M4.2.2 Relação entre o antígeno Il e a 
rejeição dos tumores 


Fenótipo do Rejeição do inóculo tumoral (cepa A) pela: 
sda na Cruzamento da F1 (A x C57) 
Cepa pura* com C57** 
z + = & 
Ag Il + ve (A) 39 o 17 (19,3) 17 (19,5) 
Ag Il — ve (C57) o 45 o 44 (39) 


*O inóculo do tumor A originado do camundongo da cepa A e portador do 
antígeno II foi rejeitado pelo hospedeiro C57 (+ = rejeição; - = aceitação). 
**A prole do cruzamento A x C57 foi cruzada novamente com o genitor 
C57 e os filhotes resultantes foram testados com o antígeno Il (Ag I!) e 
quanto à sua capacidade de rejeitar o tumor. Os números entre parênteses 
representam o número esperado se o crescimento do tumor fosse 
influenciado por dois genes dominantes, dentre os quais um determinaria a 
presença do antígeno Il. 
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Figura M4.2.1 Principais regiões genéticas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). 


(Figura 4.17b,c). O aspecto desses domínios é tão evidente, 
que duvidamos que o leitor necessite da ajuda de analogias 
gastronômicas (p. ex., “duas salsichas na grelha”) para evitar 
qualquer tipo de amnésia quanto à estrutura das moléculas 
da classe I. Esses estudos revelaram outro aspecto curioso. A 
fenda estava ocupada por uma molécula linear, hoje identifi- 
cada como um peptidio, que havia cristalizado com a proteína 
da classe I (Figura 4.18). 


MHC classe II 


As moléculas do MHC classe II também são glicoproteínas 
transmembrana, nesse caso formadas por cadeias polipeptídi- 


cas a e B com pesos moleculares de 34 kDa e 29 kDa, 
respectivamente. 

Existem semelhanças consideráveis entre as sequências das 
moléculas das classes I e II, e estudos estruturais demonstraram 
que os dominios a e B, — que estão mais próximos da mem- 
brana celular — adquirem uma conformação típica das Ig, 
enquanto os domínios a; e B, assemelham-se aos domínios a, 
ec, da classe I, formando uma fenda circundada por duas hélices 
a e a base em lâmina B-pregueada (Figuras 4.17a e 4.18). 

A Figura 4.19 ilustra a organização dos genes que codifi- 
cam a cadeia a da molécula HLA-DR da classe II humana 
e as sequências reguladoras principais que controlam sua 
transcrição. 
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Bo-microglobulina 


Membrana 


(o) 
Fenda de ligação ao peptídio 


Figura 4.17 Moléculas do MHC classes | e Il. (a) Diagrama ilustrando os domínios e os segmentos transmembrana; as hélices a 
e as lâminas B estão representadas em sequência. (b) Ilustração esquemática em olho de pássaro da superfície superior da 
molécula da classe | humana (HLA-A2) baseada na estrutura evidenciada por cristalografia por raios X. As fitas que constituem a 
lâmina B-pregueada estão ilustradas como setas cinza e espessas orientadas na direção amino para carboxi; as hélices a estão 
representadas por fitas helicoidais vermelho-escuras. As superfícies internas das duas hélices e a superfície superior da lâmina B 
formam uma fenda. As duas esferas pretas representam ligações dissulfídricas dentro das cadeias. (c) Visão lateral da mesma 
molécula, demonstrando claramente a anatomia da fenda e a dobradura típica (semelhante à Ig) dos domínios a, e 
B>-microglobulina (82m) (quatro fitas B antiparalelas em uma face e três na outra). (Reproduzida de Bjorkman PJ. et al. (1987) Nature 
329, 506, com permissão.) 
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e peptídio SEV9 


Complexo de I-A” 
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Figura 4.18 Visão de superfície das moléculas do MHC 
classes | e Il dos camundongos em complexos com 
peptídio. Áreas superficiais acessíveis ao solvente da molécula 
da classe | do camundongo (H-2K?) em complexos com um 
peptidio viral e molécula da classe Il do camundongo (I-A%’) em 
complexo com um peptídio endógeno. As imagens ilustradas 
nesta figura são semelhantes à ilustração esquemática 
demonstrada na Figura 4.17b e representam as moléculas do 
MHC vistas de baixo para cima. Observe que a fenda de ligação 
ao peptídio das moléculas da classe | é mais fechada que a 
fenda das moléculas da classe Il; isso explica por que os 
peptídios que se ligam à classe | geralmente são mais curtos 
que os que se combinam com as moléculas da classe II. 
(Imagens cedidas gentilmente pelo Dr. Robyn Stanfield e Dr. lan 
Wilson, Department of Molecular Biology, The Scripps Research 
Institute, La Jolla, Califórnia, EUA.) 


Figura 4.19 Genes que codificam o HLA-DRa humano (azul-escuro) e seus elementos controladores (sequências reguladoras 
em azul-claro e boxe TATA promotor em amarelo). Os genes a.;/a> codificam os dois domínios extracelulares; TM e CYT 
codificam os segmentos transmembrana e citoplasmático, respectivamente. 3'-UT representa a sequência 3' não traduzida. Alguns 
fragmentos de octâmeros também são encontrados em quase todos os promotores dos genes V das cadeias leves e pesadas das 
imunoglobulinas (veja a Figura 3.21) e nos promotores de outros genes específicos da célula B (tais como B29 e CD20). 


As moléculas do MHC classes | e II 
são poligênicas 


A maioria das células expressa vários tipos diferentes de proteí- 
nas do MHC classes I e II. Existem três genes diferentes para 
a cadeia œ da classe I, conhecidos como HLA-A, HLA-B e 
HLA-C nos seres humanos e H-2K, H-2D e H-2L nos camun- 


dongos; esses genes podem resultar na expressão de no mínimo 
três proteínas diferentes da classe I em cada célula. Esse número 
é duplicado quando o indivíduo é heterozigoto para os alelos 
da classe I expressos em cada locus; na verdade, isso geralmente 
ocorre em razão da natureza polimórfica dos genes da classe I, 
conforme veremos mais adiante neste capítulo. 
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Também existem trés tipos diferentes de genes para as 
cadeias a e B do MHC classe II expressos nos seres humanos 
— HLA-DQ, HLA-DP e HLA-DR — e dois pares nos camun- 
dongos — H2-A (I-A) e H2-E (I-E). Desse modo, os seres 
humanos podem expressar no mínimo três moléculas diferentes 
da classe II, mas esse número aumenta expressivamente quando 
se consideram os polimorfismos; isso ocorre porque combina- 
ções diferentes das cadeias a e B podem ser produzidas quando 
o indivíduo é heterozigoto para determinado gene da classe II. 

Todos os diferentes tipos de moléculas das classes I e II 
apresentam a mesma estrutura básica ilustrada na Figura 4.17a 
e todos participam da apresentação dos peptídios às células 
T; contudo, em razão das diferenças significativas entre suas 
fendas de ligação aos peptídios, cada classe apresenta uma 
gama diferente de peptídios ao sistema imune. Isso é res- 
ponsável pelo efeito altamente desejável de reduzir a proba- 
bilidade de que os peptídios originados das proteínas dos 
patógenos não sejam apresentados. 

As moléculas do MHC classes I e II provavelmente evo- 
luíram a partir de um gene ancestral que passou por duplica- 
ções gênicas sequenciais, seguidas de diversificação em razão 
das forças seletivas, de modo a produzir os diferentes genes 
das classes I e II que conhecemos hoje em dia (Figura 4.20). 
Os genes que não conferiam qualquer vantagem seletiva, ou 
que sofriam mutações deletérias, foram deletados do genoma 
ou ainda estão presentes na forma de pseudogenes (genes que 
não conseguem expressar uma proteína funcional); na ver- 
dade, a região do MHC contém muitos pseudogenes. Esse 
tipo de padrão de evolução genética é conhecido como 
modelo de nascimento e morte ou “modelo sanfona”, em 
razão da maneira como essa região gênica expandiu-se e con- 
traiu-se durante a evolução. 


Vários genes relacionados com a resposta 
imune contribuem para a região da classe III 
remanescente do MHC 


Vários outros genes que se reúnem dentro da região cromossô- 
mica do MHC são agrupados sob a denominação classe III. 


Figura 4.20 Evolução do MHC: o modelo de nascimento 
e morte. Diferentes genes do complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC) quase certamente se 
originaram por duplicações, que resultaram na 
diversificação dos genes duplicados em consequência das 
pressões seletivas. Os genes que não conferem vantagem 
seletiva podem sofrer mutações deletérias, resultando na 
formação de pseudogenes, ou podem ser deletados em 
definitivo do genoma. Os diferentes ambientes impõem 
pressões seletivas diversas, tendo em vista, por exemplo, 
que os patógenos são diferentes; isso resulta em um grau 
elevado de polimorfismo dentro dessa família de genes. Os 
polimorfismos do MHC ocorrem principalmente dentro das 
regiões de ligação aos peptídios das moléculas das 
classes | e Il. 


Em termos gerais, poder-se-ia dizer que muitos estão direta ou 
indiretamente relacionados com as funções de defesa imune. 
Um grupo notável consiste em quatro genes que codificam os 
componentes do complemento, dos quais dois para os isótipos 
C4 (C4A e C4B) e outros dois para o isótipo C2 e o fator B. 
As citocinas como o fator de necrose tumoral (TNE, também 
conhecido como TNFa) e as linfotoxinas (LTa e LIB) são 
codificadas na região da classe III, bem como três membros da 
família das proteínas do choque térmico com 70 kDa. Como 
sempre, as coisas não encaixam perfeitamente em pequenas 
caixinhas como gostaríamos. Ainda que estivesse claro onde 
uma região do MHC termina e a outra começa (o que não é 
o caso), alguns genes localizados no meio da região das classes 
I e II “clássicas” (veja a Figura 4.21) deveriam ser classificados 
mais acertadamente como parte da região da classe III. Por 
exemplo, os genes LMP e TAP participam do processamento 
intracelular e do transporte dos peptídios dos epítopos das 
células T e estão localizados na região da classe II (veja adiante), 
mas não apresentam a estrutura da classe II clássica e também 
não estão expressos na superfície celular. 


Mapa dos genes do MHC 


A sequência completa de um MHC humano foi publicada 
no final do último milênio, depois de um amplo esforço 
colaborativo envolvendo grupos da Inglaterra, da França, do 
Japão e dos EUA. A sequência completa, que representa uma 
combinação de vários haplótipos do MHC, abrange 224 loci 
de genes. Dos 128 genes que estariam expressos com base 
nas previsões iniciais, estima-se que 40% desempenhem 
funções relacionadas com o sistema imune. Ainda não está 
claro por que um número tão grande de genes relacionados 
com as respostas imunes está aglomerado nessa região rela- 
tivamente exígua, embora esse fenômeno também tenha 
sido observado com os genes “administrativos” que compar- 
tilham as mesmas funções. Como a localização de um gene 
dentro da cromatina pode afetar profundamente sua ativi- 
dade transcricional, talvez isso tenha o propósito de assegu- 
rar que os genes localizados nessa região sejam expressos em 
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niveis semelhantes. Em geral, os genes localizados nas 
regiões condensadas de cromatina aparecem em níveis rela- 
tivamente baixos e, em alguns casos, podem não ter qual- 
quer expressão afinal. Nos seres humanos, a região situada 
entre as classes I e II contém cerca de 60 genes da classe III. 
A Figura M.4.2.1 do Marco histórico 4.2 oferece uma visão 
geral dos principais grupos de genes das classes I, II e III do 
MHC dos camundongos e dos seres humanos. As 
Figuras 4.21, 4.22 e 4.23 ilustram mapas mais detalhados 
de cada região. Alguns pseudogenes foram omitidos desses 
mapas para facilitar a compreensão. 


Alguns estudos demonstraram claramente que a molécula 
da classe I da superfície celular, baseada em uma cadeia trans- 
membrana com três domínios extracelulares associados à 
B.-microglobulina, é uma estrutura extremamente útil, a 
julgar pelo número de variantes desse tema que surgiram 
durante a evolução. É útil subdividir essas variantes, primei- 
ramente em moléculas da classe I clássicas (também conhe- 
cidas como classe Ia): HLA-A, HLA-B e HLA-C nos seres 
humanos e H-2K, H-2D e H-2L nos camundongos. Essas 
moléculas foram definidas sorologicamente por anticorpos 
formados pelos indivíduos que receberam enxertos, utilizando 
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Figura 4.21 Mapa dos genes do MHC classe |. Os genes da classe | polimórfica “clássica” (HLA-A, HLA-B e HLA-C nos seres 
humanos e H-2K, H-2D e H-2L nos camundongos) estão ressaltados em tons de laranja e codificam as cadeias peptídicas que, 
juntamente com a B,-microglobulina, formam as moléculas completas da classe |; essas moléculas foram identificadas originalmente 
nos estudos antigos como antígenos com base nos anticorpos que eles produziam durante o processo de rejeição a outro membro 
da mesma espécie. Observe que apenas algumas cepas de camundongos possuem um gene H-2L. Os genes expressos em 
maiores quantidades são HLA-A e HLA-B dos seres humanos e H-2K e H-2D dos camundongos. Os outros genes da classe | 
(“classe Ib”) são conhecidos como “não clássicos” ou “relacionados com as cadeias da classe |”. Esses genes são oligomórficos 
em vez de polimórficos ou, em alguns casos, são invariáveis e muitos são “silenciosos” ou pseudogenes. Nos camundongos, 
existem cerca de 15 genes Q (também conhecidos como Qa), 25 genes T (também conhecidos como TL ou Tla) e 10 genes M. A 
MICA e a MICB são ligantes para os receptores da célula NK. A tapasina está envolvida no transporte dos peptídios (veja a p. 130). 
O gene que codifica essa molécula está na extremidade centromérica da região do MHC e, por essa razão, está ilustrado neste 
mapa de genes do camundongo. Aparece também na Figura 4.22, que se refere ao mapa dos genes dos seres humanos — veja a 
Figura M4.2.1 para entender o motivo. 
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Figura 4.22 Mapa dos genes do MHC classe Il. Os genes “clássicos” HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR dos seres humanos e H-2A (I-A) 
e H-2E (l-E) dos camundongos estão assinalados por tonalidades mais escuras. As cadeias a e 8 do heterodimero da classe Il são 
transcritas por genes localizados próximos uns dos outros. Em geral, há dois genes DRB expressos: DRB7 e um DRB3, DRB4 ou 
DRB5. Na molécula l-E dos camundongos, ocorre uma situação semelhante com uma única cadeia a combinada com cadeias B 
diferentes. Os genes LMP2 e LMP7 codificam parte do complexo proteassômico que cliva as proteínas citosólicas em peptidios 
pequenos, que são transportados pelos produtos do gene TAP para o retículo endoplasmático. O HLA-DMA e o HLA-DMB (H-2DMa, 
H-2DMb1 e H-2DMb2 dos camundongos) codificam o heterodímero DM aß, que remove o peptídio de cadeia invariável associada à 
classe II (CLIP) das moléculas classe Il clássicas para permitir sua ligação aos peptídios com alta afinidade. As moléculas H-2DM 
dos camundongos geralmente são conhecidas como H-2M1 e H-2M2, embora essa denominação seja muito confusa porque o 
termo H-2M também é usado para descrever um grupo totalmente diferente de genes situados em posição distal à região H-2T e 
que codificam os componentes da família da classe Ib (veja a Figura 4.21). Os genes HLA-DOA (também conhecido como HLA- 
DNA) e HLA-DOB (H-20a e Ob dos camundongos) também codificam um heterodímero aß, que pode desempenhar um papel 
importante na seleção dos peptídios ou na permuta com as moléculas da classe Il clássicas. (Reproduzida com permissão de 
Horton R. et al. (2004) Nature Reviews Genetics 5, 889-899.) 
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Seres 


humanos | CYP21B C4B | CYP21A C4A BF cz HSPAIB | HSPAIA | HSPAIL | LB TNF LTA 
Camun- 
dongo CYP21A1 ca CYP21A2 Sip BF c2 HSP70-1 | HSP70-3 | Hsc70t UB TNF LIA 


Figura 4.23 Mapa dos genes do MHC classe III. Essa região é parecida com uma “bolsa de retalhos”. Além dos produtos 
imunologicamente “respeitáveis” como C2, C4, fator B (codificado pelo gene BF), fator de necrose tumoral (TNF) e linfotoxinas a e B 
(codificadas pelos genes LTA e LTB, respectivamente) e três proteínas do choque térmico de 70 kDa (genes HSPA1A, HSPA1B e 
HSPAiL dos seres humanos e HSP70-1, HSP70-3 e Hsc70t dos camundongos), os genes não estão ilustrados na figura, mas estão 
presentes nesse locus e incluem os que codificam a valiltRNA-sintetase (G7a), NOTCH4, que desempenha algumas atividades 
reguladoras, assim como a tenascina, uma proteína da matriz extracelular. Evidentemente, muitos genes podem ter sido desviados 
para essa região durante o longo transcurso do processo evolutivo, sem necessidade de atuar em conjunto com os genes 
adjacentes para desempenhar alguma função defensiva integrada. As 21-hidroxilases (210HA e B, codificadas pelo CYP21A e 
CYP21B, respectivamente) são responsáveis pela hidroxilação dos esteroides como a cortisona. Sip (proteína limitada ao sexo) 
codifica um alelo murino do C4 expresso sob a influência da testosterona. 


os métodos desenvolvidos nos estudos pioneiros de Gorer 
(Marco histórico 4.2). Outras moléculas (também conhecidas 
como classe Ib) têm estruturas semelhantes e são codificadas 
dentro do próprio locus do MHC (moléculas do MHC “não 
clássicas”, por exemplo, HLA-E, HLA-F e HLA-G, HFE, 
MICA e MICB dos seres humanos; H-2T, H-2Q e H-2M dos 
camundongos) ou em qualquer outra região do genoma 
(“moléculas relacionadas com as cadeias da classe I”, 
incluindo a família CD1 e o FcRn). Os genes do MHC não 
clássico são muito menos polimórficos que os do MHC clás- 
sico, geralmente são invariáveis e muitos são pseudogenes. 
Muitas dessas moléculas do MHC classe I formam estruturas 
muito semelhantes às das moléculas da classe I e também 
foram encontradas nos antígenos não peptídicos ou peptídios 
canônicos (i. e., invariáveis) que desempenham funções no 
monitoramento dos níveis de estresse celular global. Essas 
moléculas do MHC não clássico estão descritas com mais 


detalhes no final deste capítulo. 


Os genes do MHC apresentam 
polimorfismo notável 


Ao contrário do sistema das imunoglobulinas, no qual (con- 
forme descrito anteriormente) a diversidade é conseguida 
individualmente por um sistema poligênico, o MHC evoluiu 
sua diversidade individual com um sistema polimórfico (lite- 
ralmente, “muitas formas”) baseado em alelos múltiplos 
(i. e., genes alternativos em cada Jocus). Isso provavelmente 
ocorreu por seleção estimulada por patógenos de modo a 
produzir alelos novos que pudessem ampliar a “aptidão” do 
indivíduo; nesse contexto, a aptidão poderia significar maior 
proteção contra um microrganismo infeccioso. Os genes das 
classes I e II são os mais polimórficos do genoma humano; 
com alguns desses genes, existem mais de 600 variantes aléli- 
cas (Figura 4.24). Isso significa que houve pressão seletiva 
intensa na região dos genes do MHC e que os genes dessa 
região sofrem mutações com frequências muito mais altas que 
os genes dos outros loci. 

Como claramente ilustrado na Figura 4.24, as moléculas 
HLA-A, HLA-B e HLA-C da classe I são extremamente 
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Figura 4.24 Polimorfismo dos genes das classes | e II do 
HLA (antígeno leucocitário humano) dos seres humanos. 
Alguns alelos diferentes das classes | (A, Be C) e Il (DRA, DRB, 
DQA, DQB, DPA, DPB) do HLA humano e seus respectivos /oci, 
até janeiro de 2005. (Baseada nos dados reunidos pela WHO 
Nomenclature Committee for Factors of the HLA system, 
publicados por Marsh S.G. et al. (2005) Tissue Antigens 65, 
301.) 


polimérficas, assim como ocorre com as cadeias B da classe 
II (principalmente HLA-DR$B, depois HLA-DPf e por fim 
HLA-DQB) e, embora em menor grau que com as cadeias B, 
também as cadeias a do HLA-DP e HLA-DQ. O HLA-DRa 
eaB,-microglobulina têm estruturas invariáveis. As alterações 
dos aminoácidos responsáveis por esse polimorfismo limi- 
tam-se aos domínios Œœ; e 02 da classe I e aos domínios a, e 
Bı da classe II. É muito importante que o polimorfismo 
ocorra essencialmente na base da lâmina B e nas superfícies 
internas das hélices a, que revestem a cavidade central 
(Figura 4.17a) e também nas superfícies superiores das hélices; 
essas são as superfícies que estabelecem contato com os pep- 
tídios que essas moléculas do MHC oferecem para serem 
inspecionados pelos TCR (Figura 4.18). A localização não 
aleatória na qual os alelos do MHC divergem entre si é resul- 
tante da seleção positiva exercida ao longo da evolução animal 
em consequência das interações entre hospedeiro-patógeno. 
Em razão da natureza polimórfica das moléculas do MHC, o 
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espectro de peptidios ligados por essas moléculas é ampla- 
mente variável. No Capítulo 5, veremos com mais detalhes 
como o peptídio interage com a base da lâmina B-pregueada 
das moléculas do MHC, porque essas interações influenciam 
dramaticamente os tipos de peptídios que podem ser apresen- 
tados por cada molécula. O estímulo persistente para a for- 
mação de novas moléculas do MHC com fendas de ligação 
peptídica ligeiramente alteradas é semelhante a uma queda de 
braços “genética”, na qual o sistema imune tenta constante- 
mente manter-se à frente do seu oponente. Essa “luta corpo- 
ral” genética também é conhecida como seleção compensatória 
estimulada por patógenos, porque os heterozigotos geral- 
mente têm vantagens seletivas sobre os homozigotos para 
determinado locus. 

A região do MHC representa um foco notável de muta- 
ções, com taxas duas vezes maiores que os outros loci. Essas 
formas alélicas múltiplas podem ser produzidas por vários 
mecanismos: mutações pontuais, recombinação, cruzamento 
homólogo e desigual e conversão gênica. 

O grau de homologia entre as sequências e a ocorrência 
mais frequente do fragmento dinucleotídico de 5'-citosina- 
-guanina-3' (de modo a constituir o que se conhece como 
ilhas de CpG) parecem ser importantes para a conversão 
gênica, e alguns autores sugeriram que isso possa envolver 
uma atividade de entalhe do DNA, que direciona as sequên- 
cias de DNA ricas em CpG. Os genes do MHC que não 
têm essas sequências (p. ex., H-2Eaº e HLA-DRA) não 
parecem sofrer conversão gênica, enquanto os genes que 
contam com ilhas de CpG funcionam como doadores 
(ps xi H-2Eb!, H-2Q25, H-2Q10°), aceptores (p. ex., 
H-2A°) ou ambos (p. ex., H-2K*, HLA-DQB1). O grande 
número de pseudogenes presentes na região do MHC pode 
representar um estoque de informações genéticas para a 
produção da diversidade polimórfica das moléculas “funcio- 
nais” das classes I e II. 


Nomenclatura 


Grande parte dos estudos experimentais referentes ao MHC 
está baseada nos experimentos realizados com nosso pequeno 
amigo de laboratório (o camundongo) e pode ser útil para 
explicar a nomenclatura usada para descrever os genes alélicos 
e seus produtos. Se alguém disser a você em linguagem 
obscura que “teremos eleições livres”, você não entenderia, 


não porque a ideia seja complicada, mas porque você não 
compreendeu sua linguagem. Isso é muito semelhante ao 
artifício usado para descrever o sistema H-2, que parece des- 
necessariamente assustador aos iniciantes. De modo a identi- 
ficar e comparar os genes alélicos do complexo H-2 de 
diferentes cepas, é comum começar com determinadas cepas 
homozigotas puras consanguíneas obtidas por cruzamentos 
sucessivos entre irmãos para conseguir protótipos. O con- 
junto de genes do complexo H-2 é conhecido como hapló- 
tipo e o haplótipo de cada cepa consanguínea prototípica 
recebe determinado sobrescrito. Por exemplo, o haplótipo da 
cepa DBA é conhecido como H-2º e, consequentemente, os 
genes que constituem o complexo são H-2K%, H-2A4%, 
H-24bº, H-2D* e assim por diante; os produtos desses genes 
são H-2K*, H-2Aº, H-2Dº e assim por diante (Figura 4.25). 
Quando cepas novas são obtidas por essa recombinação gené- 
tica durante o acasalamento, elas recebem haplótipos novos, 
mas os genes específicos são designados pelo haplótipo da 
cepa prototípica a partir da qual se originaram. Desse modo, 
a cepa A/J produzida por cross-over genético durante o acasa- 
lamento consanguíneo entre os camundongos FI (H-2' x 
H-2) (Figura 4.26) recebe arbitrariamente o haplótipo H-2º, 
mas a Tabela 4.4 demonstra que os genes específicos do com- 
plexo são identificados pelo símbolo do haplótipo dos geni- 
tores originais. 


Hereditariedade do MHC 


Os camundongos de cepa pura produzida pelo acasalamento 
repetido entre irmãos são homozigotos para cada par de cro- 
mossomos homólogos. Desse modo, no contexto presente, o 
haplótipo do MHC derivado da mãe é idêntico ao do pai; 
por exemplo, os animais da cepa C57BL têm dois cromosso- 
mos com o haplótipo H-2º (veja a Tabela 4.4). 

Vejamos como o MHC comporta-se quando cruzamos 
duas cepas puras com os haplótipos H-2' e H-2º, respecti- 
vamente. Observamos que todos os linfócitos da prole 
(geração F1) apresentam os dois tipos de moléculas, H-2* 
e H-2º, em sua superfície, ou seja, há expressão codominante 
(Figura 4.26). Se continuarmos com a experiência e acasalar- 
mos os filhotes de F1, a ninhada terá genótipos k, k/d e d nas 
porcentagens esperadas se o haplótipo dividir-se como um 
único traço mendeliano. Isso acontece porque o complexo 
H-2 tem 0,5 centimorgan, equivalente a uma frequência de 


Haplótipo | Desianaçã 1 m 1 
b H-2 ke Abe Aa? Eb? Ea? ca etc. D» etc. 
k næ | ke | aw Aa Eb Ea cas etc. D etc. 


Figura 4.25 Como funciona a definição do haplótipo H-2. Os camundongos de cepa pura homozigotos para toda a região H-2, 
desenvolvidos por cruzamentos repetidos entre irmãos ao longo de no mínimo 20 gerações, são definidos arbitrariamente por um 
haplótipo designado por um sobrescrito. Desse modo, o conjunto específico de alelos que ocorre na cepa C57BL recebe a 
denominação de haplótipo H-2º, enquanto a sequência de nucleotídios correspondentes de cada alelo do seu MHC é descrita 
como gene? (p. ex., H-2Kº) e assim por diante. Evidentemente, é mais conveniente descrever determinado alelo pelo haplótipo do 
que citar toda a sua sequência de nucleotídios, e também é mais fácil acompanhar as reações das células com constituição de 
H-2 conhecida utilizando a terminologia dos haplótipos — veja, por exemplo, a interpretação da experiência da Figura 4.26. 
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Tabela 4.4 Os haplótipos do complexo H-2 de 
algumas das mesmas cepas de camundongo 
utilizadas e recombinantes derivados deles. A cepa 


A/J foi originada por intercruzamento dos 
camundongos F1 (k x d) e as recombinações 
ocorreram entre as regiões E (classe Il) 

e S (classe Ill).* 


Origem de cada região 


Cepa Haplótipo K E s D 
C57BL b b B bb b b 
CBA k k k k k k 
DBA/2 d d d d d d 
AM a k k kK d d 
B,10A(4R) h4 k k Db b bd 


recombinação entre as extremidades Ke D de 0,5%, enquanto 
o haplótipo tende a ser transmitido por inteiro. Apenas as 
recombinações relativamente incomuns causadas pelo cross- 
over meiótico, conforme foi descrito anteriormente para a 
cepa A/J, revelam a complexidade do sistema. 


Distribuição tecidual das moléculas do MHC 


Praticamente, todas as células nucleadas portam moléculas da 
classe I clássicas. Essas moléculas são expressas em grandes 
quantidades pelas células linfoides e mieloides, em níveis 
menores no fígado, nos pulmões e nos rins, e em quantidades 
reduzidas no cérebro e nos músculos esqueléticos. Nos seres 
humanos, a superfície do citotrofoblasto extraviloso placen- 
tário não tem HLA-A e HLA-B, embora hoje existam algumas 
evidências de que ele possa expressar HLA-C. Um fato bem 


estabelecido é que o citotrofoblasto extraviloso e outros 
tecidos placentários expressam HLA-G, uma molécula que 
geralmente não tem alodeterminantes e não aparece na 
maioria das outras células do corpo, exceto nos epitélios 
medular e subcapsular do timo e nos monócitos sanguíneos 
depois da ativação pelo interferon-y. A função da HLA-G na 
placenta não está completamente definida, mas ela parece 
funcionar como substituto para as moléculas da classe I clás- 
sicas, que têm a função de inibir as respostas imunes contra 
os alelos paternos do MHC desenvolvido pelo feto. Por outro 
lado, as moléculas da classe II têm expressão extremamente 
limitada e estão presentes apenas nos linfócitos B, nas células 
dendríticas, nos macrófagos e no epitélio do timo. Contudo, 
quando são ativados pelos mediadores como o interferon-y, 
os endotélios capilares e muitas células epiteliais de outros 
tecidos além do timo expressam moléculas da classe II e níveis 
mais altos da classe I. 


Moléculas do MHC não clássicas e relacionadas 
com as cadeias da classe | 


Essas moléculas incluem a familia CD1 que utiliza B;-micro- 
globulina e tem estrutura geral semelhante à das moléculas 
da classe I clássicas (Figura 4.27). Entretanto, essas molécu- 
las são codificadas por um conjunto de genes situados em 
um cromossomo diferente do que abriga o MHC, ou seja, 
o cromossomo 1 dos seres humanos e o cromossomo 3 dos 
camundongos. Assim como ocorre com seus corresponden- 
tes do MHC verdadeiro, o CD1 participa da apresentação 
dos antígenos às células T, mas a fenda de ligação aos antí- 
genos é até certo ponto coberta, contém principalmente 
aminoácidos hidrofóbicos e está acessível apenas para uma 
penetração limitada. Em vez de ligar-se aos antígenos pep- 
tídicos, as moléculas CD1 geralmente apresentam lipídios 
ou glicolipídios. No mínimo quatro moléculas CD1 dife- 


Figura 4.26 Hereditariedade e 


expressão codominante dos genes do 
MHC. Cada animal de cepa parenteral 
homozigota (pura) tem dois 
cromossomos idênticos com o haplótipo 
H-2 — um paterno e outro materno. 
Desse modo, neste exemplo, 
designamos uma cepa H-2* de k/k. A 
primeira geração familiar (F1) obtida pelo 
v cruzamento das cepas parentais CBA 


(H-2% e DBA/2 (H-2º) puras tem o 
genótipo H-2 k/d. Como 100% dos 
linfócitos de F1 são mortos em presença 
de complemento pelos anticorpos contra 
H-2 ou H-2º (aumentados por injeção 
dos linfócitos H-2* em um animal H-2º e 


vice-versa), as moléculas do MHC 
codificadas pelos dois genes parentais 


Cepa CBA Híbrido F, DBA/2 
| 
Genótipo 
H-2 
x: 

k k k d d 
Linfécitos 
(fenótipo H-2) 
Anti-H-2* Destruição Destruição = 
Anti-H-24 = Destruição Destruição 


devem estar expressas em todos os 


linfócitos. O mesmo se aplica aos outros 
tecidos do corpo. 
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Figura 4.27 Comparação das estruturas cristalinas do CD1 e do MHC classe I. (a) Diagrama de fitas colunares do CD1d1 do 
camundongo (em vermelho, hélices a; em azul, fitas B). (b) Diagrama de fitas da molécula H-2K° do MHC classe | do camundongo 
(em azul, hélices a; em verde, fitas $). (c) A superposição com base no alinhamento da B,-microglobulina ressalta algumas das 
diferenças entre o CD1d1 e a H-2Kº. Observe atentamente o desvio das hélices a. Isso resulta em uma fenda mais profunda e 
volumosa no CD1d1, que é mais estreita em sua entrada, quando comparada com a H-2Kº. (Reproduzida com permissão de 


Porcelli S.A. et al. (1998) Immunology Today 19, 362.) 


rentes são expressas pelas células humanas; CDla, CD1b e 
CDlc estão presentes nos timócitos corticais, nas células 
dendríticas e em uma subpopulação de linfócitos B, 
enquanto a CD1d está expressa no epitélio intestinal, nos 
hepatócitos e em todas as células linfoides e mieloides. Os 
camundongos parecem expressar apenas duas moléculas 
CD1 diferentes, ambas semelhantes à CD1d humana 
quanto à estrutura e à distribuição tecidual e conhecidas 
como CD1d1 e CD1d2 (ou CD1.1 e CD1.2). 

Os genes do próprio MHC que codificam as moléculas 
do MHC não clássicas incluem os loci H-2T, H-2Q e H-2M 
dos camundongos e cada qual codifica algumas moléculas 
diferentes. Por exemplo, as moléculas T22 e T10 são induzi- 
das pela ativação celular e são reconhecidas diretamente pelo 
TCR yô, sem necessidade de antígeno, sugerindo a possibili- 
dade de que estejam envolvidas na ativação dos linfócitos T 
yö imunorreguladores. Outras moléculas da classe I não clás- 
sicas ligam-se aos peptídios como o H-2M3, que apresenta 
peptídios N-formilados produzidos nas mitocôndrias ou pelas 
bactérias. 

Nos seres humanos, o HLA-E liga-se a um peptídio de 
nove aminoácidos derivado da sequência de sinais das molé- 
culas HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-G e é reconhecido 
pelos receptores CD94/NKG2 das células NK e pelas células 
T citotóxicas, bem como pelo TCR a de algumas células T 
citotóxicas. A expressão do HLA-E aumenta quando outros 


alelos HLA fornecem os peptídios direcionadores apropriados 
e, dessa maneira, permitem que as células NK monitorem a 
expressão das moléculas polimórficas da classe I utilizando 
um único receptor. O homólogo murino (Qa-1) desempenha 
função semelhante. 

A MICA e a MICB induzidas pelo estresse (do inglês, 
MHC class J chain-related molecules) têm a mesma estru- 
tura de domínios que a classe I clássica e demonstram nível 
relativamente alto de polimorfismo. Essas moléculas estão 
presentes nas células epiteliais, principalmente no trato gas- 
trintestinal e no córtex do timo, e são reconhecidas pela 
molécula ativadora NKG2D. Uma função possível dessa 
interação é a promoção das respostas antitumorais das 
células NK e T. 

A função do HLA-F ainda é desconhecida, embora sua 
expressão nos trofoblastos placentários tenha levado alguns 
autores a sugerir que ele possa ser importante para a proteção 
do feto em desenvolvimento contra o ataque do sistema 
imune materno. O HLA-G tem uma função mais definida 
nesse contexto. Essa molécula HLA também é expressa pre- 
ferencialmente nas células trofoblásticas placentárias, nas 
quais desempenha a função de proteger o feto da interferência 
indesejável das células NK e dos linfócitos T citotóxicos 
maternos. Um enigma ainda sem solução é por que as mães 
toleram seus fetos geneticamente diferentes, uma vez que 
normalmente se esperaria que houvesse uma resposta imune 
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vigorosa contra as moléculas HLA estranhas (i. e., paternas). 
Embora esse enigma esteja parcialmente resolvido com a 
hiporregulação da expressão das moléculas A, B e C do MHC 
classe I na placenta, isso normalmente atrairia as atenções das 
células NK que rondam as células com essas características 
próprias ausentes, conforme descrito anteriormente com refe- 
rência aos receptores NK. A expressão do HLA-G na interface 
entre a placenta e o trofoblasto materno parece ser a solução 
desse enigma. A interação entre a molécula conhecida como 
transcrito-2 semelhante à imunoglobulina (ILT2, do inglês, 
immunoglobulin-like transcript-2) nas células NK (um recep- 
tor NK inibitório) e o HLA-G expresso pelos trofoblastos 
placentários confere proteção contra a citólise mediada por 
essas células. 

Como mencionado antes com referência ao HLA-H, o 
HFE tem uma fenda extremamente estreita que não consegue 
ligar-se aos peptídios e pode não ter qualquer função na defesa 
imune, Contudo, essa molécula liga-se ao receptor de trans- 
ferrina e parece participar da captação do ferro. A mutação 
pontual (C282Y) do HFE é detectada em 70% a 90% dos 


pacientes com hemocromatose hereditária. 


As moléculas do MHC não clássicas podem ser 
precursoras das moléculas do MHC clássicas 


As análises dos genomas dos vertebrados sugerem que as 
moléculas invariáveis do MHC não clássicas provavelmente 
sejam os precursores primordiais das moléculas polimórficas 
atuais do MHC classes I e II e que, em vez de desempenha- 
rem a função de apresentar antígenos, essas moléculas eram 
utilizadas quase certamente como “sinais de perigo” primi- 
tivos encarregados de transmitir sinais de estresse às células 
do sistema imune. Desse modo, a expressão dessas moléculas 
na superfície celular significava que a célula estava sob 
estresse ou potencialmente transformada e que deveria ser 
eliminada a bem da integridade do organismo em geral. 
Durante o transcurso evolutivo, essas moléculas quase cer- 
tamente adquiriram a capacidade de ligar-se aos peptídios 
próprios, que inicialmente eram relativamente invariáveis; 


Receptor de superfície da célula B para antígenos 

E A célula B insere em sua superfície o produto do 
seu gene de Ig contendo um segmento 
transmembrana, onde ele funciona como receptor 
específico de antígenos. 

E O antígeno específico induz a formação dos 
microagregados de receptores da célula B (BCR), 
que são constituídos por cerca de 50 a 500 
receptores que parecem representar a forma ativa 
do BCR. 


em seguida, as moléculas adquiriram a capacidade de ligar- 
-se aos peptídios extremamente variáveis, como observamos 
hoje em dia com os produtos dos genes do MHC classes I 
e II clássicas. O aparecimento das moléculas polimórficas do 
MHC em consequência das duplicações gênicas seguidas de 
divergência poderia ter conferido diversidade muito maior 
à gama de peptídios que poderiam ser ligados por essas 
moléculas. Desse modo, as moléculas invariáveis semelhan- 
tes ao MHC (tais como HLA-E, HLA-K, HLA-G, MICA e 
MICB) não tendem a desempenhar a função de apresentar 
antígenos, mas têm funções homeostáticas ou reguladoras 
que permitem que as células do sistema imune inato moni- 
torem a saúde celular por um mecanismo relativamente 
independente de antígenos. 

Um bom exemplo, que já foi discutido no contexto dos 
receptores NK, mas que merece ser citado novamente, é a 
molécula HLA-E que se liga a um peptídio de nove ami- 
noácidos derivados da sequência de sinais das moléculas 
HLA-A, HLA-B e HLA-C. Quando os complexos formados 
por HLA-E e peptídio não estão presentes nas células, isso 
sugere que um agente infeccioso possa estar presente, ou que 
essas células estejam sob algum tipo de estresse. Isso resulta 
na ativação das células NK por ativação dos receptores 
CD94/NKG2, com destruição subsequente das células-alvo 
pelas células NK. Na ausência dos peptídios direcionadores 
da classe I, o HLA-E pode ser estabilizado na superfície das 
células sob estresse pelo tratamento com choque térmico, 
porque o peptídio sinalizador HSP-60 também pode ligar-se 
em substituição aos peptídios HLA classe I. Entretanto, os 
complexos formados por HLA-E/peptídio direcionador 
HSP-60 não podem ser reconhecidos pelo receptor CD94/ 
NKG2 e também desencadeiam o ataque das células NK. 
Desse modo, o estresse celular pode suplantar a apresentação 
dos peptídios derivados da classe I por competição com os 
peptídios derivados da HSP-60, que normalmente não esta- 
riam presentes em níveis suficientemente altos para compe- 
tir eficazmente nas células normais. Se isso não é um sistema 
inteligente de segurança molecular, não sabemos o que é. 


E Ag de superfície forma complexos com as 
proteínas da membrana Iga e IgB, que são 
fosforiladas depois da ativação da célula e 
transduzem os sinais recebidos pelo receptor de 
antígeno do tipo Ig. 

E Com a fosforilação as extremidades 
citoplasmáticas dos ITAM (do inglês, 
immunoreceptor tyrosine-base activation motifs) da 
Iga e IgB podem recrutar proteínas que se ligam à 
fosfotirosina e desempenham funções importantes 
na transdução dos sinais produzidos pelo BCR. 
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m O correceptor da célula B tem ação sinérgica com 
o BCR de modo a ativar eficazmente essa célula. 


O receptor de superfície da célula T 

para antígenos 

m O receptor de antígenos é um dímero 
transmembrana, no qual cada cadeia consiste em 
dois domínios semelhantes à Ig. 

m Os domínios externos têm estruturas variáveis, 
enquanto os internos são invariáveis, ou seja, algo 
muito semelhante ao Fab acoplado à membrana. 

m As duas cadeias são necessárias para o 
reconhecimento do antígeno. 

m A maioria dos TCR consegue reconhecer 
antígenos apenas quando são apresentados 
juntamente com as moléculas do MHC. 

m Em conjunto com o TCR, CD4 e CD8 funcionam 
como correceptores para as moléculas do MHC. O 
CD4 funciona como receptor das moléculas do 
MHC classe Il, enquanto o CD8 reconhece as 
moléculas do MHC classe I. 

m A maioria das células T expressa um receptor 
(TCR) com cadeias a e B (TCR2). Outra linhagem 
de células (TCR1) tem receptores 75 e é formada 
abundantemente nas etapas iniciais da ontogenia 
do timo, mas está associada basicamente aos 
tecidos epiteliais dos adultos. 

E A codificação genética do TCR é semelhante à das 
imunoglobulinas. A sequência de codificação da 
região variável da célula T em processo de 
diferenciação é formada pela translocação 
aleatória dos grupos dos segmentos V, D (para as 
cadeias ß e 5) e J para formar uma única 
sequência V(D)J recombinada para cada cadeia. 

E Assim como ocorre com as cadeias da Ig, cada 
região variável tem três sequências hipervariáveis 
que contribuem para o reconhecimento dos 
antígenos. 

m O complexo CD3, formado por dimeros y, 5, £ eC, 
Cn ou m reunidos por ligações covalentes, constitui 
um componente intrínseco do receptor e 
desempenha a função de transduzir sinais depois 
do acoplamento do ligante ao TCR. 


Geração de diversidade para o reconhecimento 

de antígenos 

m As cadeias leves e pesadas da Ig e as cadeias a e 
B do TCR geralmente estão representadas na 
linhagem germinativa por cerca de 33 e 75 genes 
das regiões variáveis, cerca de dois e 
27 minigenes do segmento D (cadeia pesada da 
Ig e cadeias B e ô do TCR apenas) e cerca de três 
a 60 segmentos J curtos. 


E As cadeias y e 5 do TCR são codificadas por um 
número muito menor de genes. 

E A recombinação aleatória de qualquer segmento V, 
D e J simples a partir de cada grupo de gene 
resulta em cerca de 6,5 x 10º sequências VDJ 
para a cadeia pesada da Ig, 350 cadeias leves, 4,5 
x 10º para TCR a, 1 x 10º para TCR B e apenas 
60 para TCR y e 72 para TCR ô. 

E A combinação aleatória entre as cadeias produz 
cerca de 2,4 x 10º Ig, 4,5 x 10º TCR af e 4,3 x 
10º TCR yô receptores. 

E A diversidade é ampliada nas junções entre os 
segmentos V D e J pela combinação variável à 
medida que são unidas pelas enzimas 
recombinases e pela inserção de sequências 
nucleotídicas não programadas e aleatórias na 
região N. Esses mecanismos podem ser 
particularmente importantes para ampliar o número 
de especificidades que podem ser produzidas pelo 
pool relativamente pequeno de receptores yô. 

m Os receptores inúteis ou autorreativos podem ser 
substituídos por edição do receptor. 

m Além disso, depois de uma resposta primária, as 
células B (mas não as células T) desenvolvem um 
índice elevado de mutações somáticas que afetam 
as regiões V. 


Receptores NK 

m As células NK dispõem de alguns receptores com 
domínios tipo Ig e outros receptores com domínios 
de lectina tipo C. Os representantes dos dois tipos 
de família de receptores podem funcionar como 
receptores ativadores ou inibitórios, determinando 
se a célula-alvo deve ou não ser destruída. 

m Os receptores NK são estruturas fixas (i. e., 
codificados pela linhagem germinativa) e 
desenvolvem diversidade por seu número absoluto, 
mais do que por recombinação somática. 

E A perda das moléculas do MHC classe | pode 
desencadear o ataque das células NK. 

E As células NK também podem reconhecer ligantes 
— geralmente moléculas semelhantes ao MHC 
não clássicas — que são expressos em níveis 
mais altos pelas células sob estresse ou com 
danos ao DNA. 


MHC 

m As moléculas do MHC funcionam como receptores 
de antígenos e apresentam os peptídios derivados 
dos antígenos aos linfócitos T. 

m Cada espécie de vertebrado tem um MHC 
identificado inicialmente por sua capacidade de 
desencadear rejeição vigorosa aos transplantes. 
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m Cada espécie têm três classes de genes. A classe 
| codifica polipeptídios transmembrana de 44 kDa, 
que se combinam na superfície celular com a 
B.-microglobulina. As moléculas da classe Il são 
heterodímeros transmembrana. Os produtos da 
classe Ill são heterogêneos, mas incluem os 
componentes do complemento relacionados com 
a formação das convertases C3, as proteínas do 
choque térmico e os fatores de necrose tumoral. 

m As moléculas do MHC classe | apresentam os 
peptídios endógenos sintetizados pela célula, 
enquanto as moléculas do MHC classe Il 
apresentam peptídios exógenos interiorizados pela 
célula. 

E Todas as células expressam vários tipos diferentes 
de moléculas do MHC classes | e Il. Os genes do 
MHC também apresentam polimorfismo notável. 
Determinado grupo de genes do MHC é 
conhecido como “haplótipo” e, em geral, é 
herdado geneticamente por inteiro como traço 
mendeliano simples, embora os genes que o 
compõem tenham sido identificados por eventos 
de recombinação por cross-over. 

m O estado altamente polimórfico das moléculas do 
MHC classes | e Il quase certamente se 
desenvolveu em consequência da seleção 
estimulada pelos patógenos e amplia o número de 
peptídios patogênicos que podem ser 
apresentados ao sistema imune. 

m As moléculas da classe | clássicas estão presentes 
em quase todas as células do corpo e apresentam 
peptídios às células T citotóxicas CD8*. 


m As moléculas da classe Il estão associadas 
principalmente às células B, às células dendríticas 
e aos macrófagos, mas podem ser induzidas nas 
células do endotélio capilar e nas células epiteliais 
pelo interferon-y. As moléculas da classe II 
apresentam antígenos aos linfócitos T auxiliares 
CD4* por linfócitos B e macrófagos. 

m Os dois domínios distais à membrana celular 
formam uma cavidade para ligação ao peptídio, 
que fica circundada por duas hélices a paralelas 
apoiadas na base das fitas das lâminas f; as 
paredes e a base da cavidade e a superfície 
superior das hélices são pontos de substituições 
máximas dos aminoácidos polimórficos. 

m Os genes inativos da classe | podem ampliar o 
polimorfismo por mecanismos de conversão 
gênica. 

E As moléculas do MHC não clássicas e as 
moléculas semelhantes ao MHC desempenham 
algumas funções e incluem o CD1, que apresenta 
antígenos lipídicos e glicolipídicos aos linfócitos T, 
assim como o HLA-E, que apresenta os peptídios 
da sequência sinalizadora das moléculas da classe 
| clássicas ao receptor CD94/NKG2 das células 
NK. 

E As moléculas invariáveis não clássicas 
semelhantes ao MHC provavelmente representam 
os precursores primordiais das moléculas atuais e 
altamente polimórficas do MHC classes | e II. 
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Para lembrar 


As respostas imunes adquiridas desenvolvidas pelos linfócitos dependem do 
reconhecimento específico do antígeno pelo receptor da célula B (BCR, uma 
versão transmembrana da molécula de anticorpo) ou do receptor da célula T 
(TCR). Depois da seleção clonal, os linfócitos específicos para determinado 
antígeno proliferam de modo a produzir quantidades suficientes de células 
efetoras e também para formar as células de memória. No caso dos 
linfócitos B, as células efetoras são os plasmócitos que secretam uma versão 
solúvel do mesmo anticorpo utilizado como BCR pela célula B original. No 
caso dos linfócitos T, as células efetoras são os linfócitos auxiliares ou 
reguladores que secretam citocinas, ou as células citotóxicas. 


Introdugao 
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Na imunidade adquirida, os antígenos são reconhecidos por duas classes de moléculas: (i) anticorpos 
presentes na forma de proteínas solúveis ou moléculas transmembrana na superfície das células B; e (ii) 
receptores da célula T presentes como moléculas transmembrana na superfície dos linfócitos T. Os anticorpos 
reconhecem antígenos na superfície dos patógenos ou na forma de materiais solúveis como toxinas, enquanto 
os receptores da célula T ap reconhecem peptídios em combinação com moléculas do MHC da superfície das 
células do hospedeiro. Desse modo, os anticorpos podem ser entendidos como estruturas que analisam 
diretamente o ambiente em busca de materiais estranhos, enquanto as células T citotóxicas buscam células 


infectadas por patógenos. 


O que os anticorpos “enxergam” 


Os anticorpos reconhecem formas moleculares (epítopos) dos 
antígenos. Em geral, quanto melhor o encaixe (em termos de 
geometria e composição química) do epítopo ou determi- 
nante antigênico no sítio de reconhecimento do anticorpo, 
mais favoráveis são as interações estabelecidas entre o antí- 
geno e o anticorpo e maior a afinidade do anticorpo pelo 
antígeno. A afinidade do anticorpo pelo antígeno é um dos 
fatores mais importantes para determinar a eficácia do anti- 
corpo in vivo. 

Os epítopos apresentam inúmeros formatos diferentes, 
assim como ocorre com os sítios de combinação do anticorpo. 
Em geral, as superfícies das proteínas são reconhecidas por 
uma superfície complementar do sítio de combinação do 
anticorpo, conforme ilustrado na Figura 5.1, que mostra 
como um anticorpo reconhece um epitopo do receptor do 
fator de crescimento epidérmico humano (HER-2). Nessa 
figura, pode-se observar claramente o grau de complementa- 
ridade das superfícies interativas. 

A região do antígeno que entra em contato com o anti- 
corpo é conhecida como footprint e, tipicamente, mede cerca 
de 4 a 10 nm’. Os footprints apresentam dimensões diferentes 
e formatos irregulares; quadrículas com 2,5 X 2,5 nm proje- 
tadas em uma série de antígenos proteicos oferecem uma 
noção da dimensão aproximada dos footprints típicos de um 
anticorpo (Figura 5.2). 

Os anticorpos reconhecem uma superfície topográfica de 
um antígeno proteico. Na maioria dos casos, as moléculas 
essenciais no epítopo originam-se de posições bem diferentes 
na sequência linear de aminoácidos da proteína (Figura 5.3). 
Isso ocorre em razão da maneira como as proteínas são dobra- 
das; tipicamente, a sequência linear enrola-se algumas vezes de 
um lado ao outro da proteína. Esses epítopos são classificados 
como descontínuos. Às vezes, as moléculas essenciais origi- 
nam-se de uma sequência linear de aminoácidos. Nesses casos, 
o anticorpo se liga com afinidade relativamente grande a um 
peptídio que contenha a sequência linear apropriada na pro- 
teína. Além disso, o peptídio livre inibe a ligação do antígeno 
ao anticorpo. Nesses casos, o epítopo é descrito como conti- 
nuo. Um exemplo de epitopo continuo seria uma alça da 


Fab do pertuzumabe 


Figura 5.1 Complementaridade do sitio de combinação do 
anticorpo e do epitopo reconhecido no antigeno. A figura 
ilustra a estrutura do complexo Fab do anticorpo pertuzumabe e 
seu antigeno HER2. O HER2 (receptor do fator de crescimento 
epidérmico humano) esta expresso em niveis excessivos em 
algumas células do cancer de mama e o pertuzumabe é um 
anticorpo (semelhante a Herceptin®) potencialmente terapéutico 
no câncer de mama. Embaixo, as duas moléculas estão 
ilustradas separadamente, cada qual com seu footprint de 
interação. (Cortesia de Robyn Stanfield.) 


superfície da proteína para a qual o anticorpo reconheceu molé- 
culas sucessivas dessa alça. Entretanto, é importante ressaltar 
que o anticorpo que reconhece um epítopo contínuo não se 
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Neuraminidase N9 


Figura 5.2 Footprints de anticorpo 
(em vermelho) em diversos 
antigenos. Esses footprints foram 
determinados com base nas estruturas 
cristalinas dos antigenos ligados ao 
anticorpo. Os footprints são irregulares, 
mas podem ser representados como 
uma quadrícula com dimensões de 2,5 
x 2,5 nm. (Cortesia de Robyn 
Stanfield.) 


Figura 5.3 Moléculas que contribuem para os epítopos da cadeia 
polipeptídica dobrada da mioglobina. Os aminoácidos 34, 53 e 113 
(em preto) contribuem para a ligação de um anticorpo monoclonal 
(mAb), enquanto os aminoácidos 83, 144 e 145 participam da ligação 
de outro anticorpo mAb (em vermelho). Evidentemente, esses dois 
epítopos são descontínuos. Por outro lado, um terceiro mAb liga-se às 
moléculas 18 a 22 (em verde). O mAb liga-se aos peptídios isolados 
que contêm a sequência correspondente aos aminoácidos 18 a 22. 
Nesse caso, o epítopo é descrito como contínuo. Grande parte da 
estrutura da mioglobina tem conformação em hélice a. (Baseada em 
Benjamin D.C. et al. [1986] Annual Review of Immunology 2, 67.) 


liga a uma estrutura desordenada ou randômica. Pelo contrário, 
ele reconhece uma estrutura definida presente na proteína 
inteira, mas que pode ser facilmente adotada pelo peptídio mais 
curto. A Figura 5.4 ilustra a estrutura de um anticorpo que 
reconhece um peptídio linear ligado a outro peptídio que 
contém o epítopo; observe que a estrutura do peptídio é pra- 
ticamente helicoidal nesse exemplo. 


As regiões determinantes de complementaridade 
(CDR) do anticorpo estabelecem contato 
com o epítopo 


O sítio de combinação do anticorpo pode ter conformação e 
composição extremamente variadas, dependendo do compri- 
mento e das características das CDR. Em geral, a maioria ou 
todas as CDR contribuem para o sítio de ligação ao antígeno, 


Figura 5.4 Estrutura de um anticorpo 
ligado a um peptidio correspondente 
a um epitopo linear. O anticorpo 4E10 
neutraliza o HIV quando se liga a um 
epítopo linear existente na glicoproteina 
gp41 da superfície do vírus. Esse 
anticorpo liga-se aos peptídios que 
contêm a sequência de aminoácidos 
NWFDIT e os peptídios que contêm 
esta sequência podem inibir a ligação 
do 4E10 à gp41. A estrutura do 
fragmento Fab do 4E10 ligado a um 
peptídio (dourado) contendo a 
sequência NWFDIT mostra que o 
peptídio adota uma conformação 
helicoidal. É provável que o anticorpo 
reconheça seu epítopo em uma 
conformação helicoidal no vírus. 
(Cortesia de Rosa Cardoso.) 


mas suas contribuições relativas variam. As CDR com cadeias 
pesadas, principalmente a CDR H3, tendem a contribuir 
mais expressivamente para a ligação ao antígeno. A CDR 
H3 dos anticorpos humanos pode ser muito longa e tem 
conformação digitiforme, que poderia ser usada para se ligar 
a cavidades no antígeno. Em geral, os sítios de combinação 
dos anticorpos contra moléculas menores como carboidratos 
e grupos orgânicos (haptenos) são fendas ou bolsões mais bem 
formados, em vez das superfícies amplas tipicamente encon- 
tradas nos anticorpos contra proteínas. 

As alterações estruturais e as reestruturações conformati- 
vas podem ocorrer nos anticorpos ou nos antígenos durante 
a interação. Em outras palavras, algumas vezes a relação entre 
o anticorpo e o antígeno assume a conformação de “chave e 
fechadura”, mas em outros casos o anticorpo ou o antígeno 
pode ser deformado para permitir um encaixe mais adequado. 
No caso do anticorpo, as alterações de conformação possíveis 
incluem rearranjo das cadeias laterais, movimentos segmen- 
tares das CDR ou da estrutura da cadeia principal e rotação 
do domínio V;-Vw com a ligação ao antígeno. Alterações 
importantes da conformação da CDR H3 já foram documen- 
tadas nas estruturas cristalinas dos complexos Fab. Como se 


Figura 5.5 Alteração de 
conformação do sítio de 
combinação de um anticorpo. (a) 
Um anticorpo contra progesterona 
tem uma fenda muito hidrofóbica, 
que é preenchida por uma molécula 
de triptofano (em cor vermelha) no 
anticorpo livre. (b) Para ligar-se à 
progesterona (azul-escuro), a 
molécula de triptofano sai da fenda e 
o antígeno tem acesso. (Cortesia de 
Robyn Stanfield.) 


(a) 
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pesada 


vê na Figura 5.5, um anticorpo contra a progesterona apre- 
senta um bolsão de combinação muito hidrofóbico, que nor- 
malmente é preenchido por uma molécula de triptofano da 
CDR H3. A ligação ao antígeno exige a saída dessa molécula 
da bolsa, a entrada da molécula do antígeno e a estabilização 
da ligação pelo triptofano. 

À medida que mais estruturas foram determinadas, ficou 
evidente que as interações antígeno-anticorpo ocorrem em 
todos os formatos e dimensões com poucas regras gerais. É 
importante ter em mente que os anticorpos de grande afinidade 
evoluem em cada indivíduo depois de vários ciclos de mutação 
e seleção. Existem muitas maneiras de conseguir o reconheci- 
mento de alta afinidade de um antígeno e, na verdade, nenhuma 
interação antígeno-anticorpo é exatamente igual. 


Antígenos versus imunógenos 


O epítopo de um antígeno pode ligar-se firmemente a deter- 
minado anticorpo, mas raramente consegue estimular a 
síntese desses anticorpos quando o antígeno é usado para 
imunizar um animal. Em outras palavras, o patógeno pode 
ter um sítio perfeito para ligação ao anticorpo, mas a resposta 
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humoral (anticorpo) a este sítio é tão fraca que não contribui 
para a proteção humoral contra o patógeno. Nesse caso, 
dizemos que o sítio de ligação tem baixa imunogenicidade e, 
evidentemente, as consequências podem ser significativas. 

Um exemplo extremo da diferença entre a capacidade de 
ser reconhecido por um anticorpo (que chamamos de antige- 
nicidade) e a capacidade de estimular a síntese de anticorpos 
quando usado para imunizar um animal (que chamamos de 
imunogenicidade) foi fornecido pelas experiências que utili- 
zaram moléculas pequenas conhecidas como haptenos (p. ex., 
sulfonato de m-aminobenzeno). A imunização com hapteno 
livre não produz anticorpos contra o hapteno (Figura 5.6). 
Entretanto, a imunização com os grupos do hapteno ligados 
a um carreador proteico produz anticorpos que reagem com 
grande afinidade ao hapteno isoladamente ou combinado 
com uma molécula diferente do carreador. É lógico dizer que 
o hapteno é um antígeno e que o complexo hapteno-proteína 
é um imunógeno, embora o termo “antígeno” derive estrita- 
mente de substância “que gera anticorpo” (do inglês, “anti- 
body generating” substance). 


Identificação dos epítopos da célula B 
em uma proteína 


Uma única proteína contém quantos epítopos? Isso depende 
do modo como definimos um epítopo. No caso da lisozima 
(uma proteína pequena com peso molecular de cerca de 
14.300 dáltons), alguns estudos definiram as estruturas de três 
anticorpos monoclonais não competitivos do complexo com 
o antígeno proteico. Esses anticorpos têm footprints minima- 
mente superpostos, que cobrem apenas menos de 50% da 
superfície da proteína (Figura 5.7). Seria possível extrapolar 
que uma proteína pequena como essa teria algo em torno de 
3 a 6 epítopos não superpostos reconhecidos por anticorpos 
não competitivos. Desse modo, a especificidade de determi- 


Figura 5.7 Três epítopos de uma 
proteína pequena (lisozima). As 
estruturas cristalinas da lisozima 
ligada a três anticorpos (HyHEL-5, 
HyHEL-10 e D1.3) foram 
determinadas. Nessa figura, o 
fragmento Fv de cada anticorpo está 
ilustrado separadamente da lisozima 
para revelar o footprint para a 
interação em cada caso. Os três 
epítopos são praticamente diferentes, 
com apenas uma pequena 
superposição entre HyHEL-10 e D1.3. 
(Segundo Davies D.R. et al. (1990) 
Annual Review of Biochemistry 59, 
439.) 


Sulfonato de 
m-aminobenzeno 


NH, 
Conjugação 
ae A 
Henteno à ovalbumina 
SO, (carreador) SO, 
Injeção, Injeção 
Reação 
in vitro 
remanence] [Re] ean 


Figura 5.6 Antigenicidade e imunogenicidade. Uma pequena 
molécula livre de hapteno não induz a produção de anticorpos 
quando é injetada em um animal. Entretanto, anticorpos de 
grande afinidade específicos para o hapteno livre podem ser 
conseguidos com a injeção do hapteno conjugado a uma 
molécula proteica carreadora (p. ex., ovalbumina). 


nado anticorpo poderia ser definida por sua capacidade de 
competir com três a seis anticorpos “prototípicos”. Na prática, 
isso é o que ocorre comumente; diz-se que um anticorpo está 
direcionado contra determinado epítopo quando ele compete 
com um anticorpo prototípico de especificidade conhecida. 
Evidentemente, essa é uma visão muito simplista porque 
muitos anticorpos competem com mais de um anticorpo 
prototípico, permitindo a elaboração de um mapa mais sofis- 
ticado de epítopos da célula B. Um mapa ainda mais sofisti- 


cado pode ser elaborado por mutagênese de varredura do 


HyHEL-5 


HyHEL-10 


antígeno. Nesse caso, as posições isoladas no antígeno podem 
ser substituídas por aminoácidos diferentes (em geral, alanina 
— daí o termo “mutagênese de varredura da alanina”) e os 
efeitos na ligação ao antígeno podem ser avaliados (veja a 
Figura 5.10). Com esse nível mais elevado de precisão, não é 
provável que dois anticorpos tenham exatamente o mesmo 
footprint e, consequentemente, nenhum anticorpo reconhece 
exatamente o mesmo epítopo. 

O que determina a intensidade da resposta humoral (anti- 
corpo) a determinado antígeno de uma proteína? Alguns 
fatores parecem estar envolvidos. Talvez o mais importante 
seja a acessibilidade do epítopo na superfície da proteína. As 
alças que se projetam para fora da superfície da proteína 
dobrada tendem a estimular respostas humorais particular- 
mente satisfatórias. A Figura 5.8 ilustra os sítios existentes na 
proteína hemaglutinina (HA) presente na superfície do vírus 
influenza, que estimula a produção de respostas humorais 
importantes. Os anticorpos contra essas regiões, talvez esti- 
mulados pela vacinação, neutralizam o vírus e protegem 
contra a infecção. As mutações dessas regiões permitem que 
o vírus “escape” dos anticorpos neutralizantes e infectem hos- 
pedeiros humanos que estavam protegidos contra a forma 
original do vírus. Desse modo, as epidemias de influenza 
refletem diretamente os anticorpos dirigidos contra determi- 
nados epítopos preferidos. Observe que todos os epítopos 
estão localizados próximos da região da HA, que está distante 
da membrana do vírus influenza e mais acessível ao anticorpo. 
Observe também que três dos epítopos envolvem alças proe- 
minentes da estrutura da HA. A combinação da capacidade 
de as alças acomodarem alterações das sequências de ami- 
noácidos mais rapidamente que as alterações estruturais com- 
pactas e de sua aptidão maior à estimulação das respostas 
humorais é responsável pela associação entre essas alças e a 
inativação das respostas neutralizantes. 

O HIV é outro vírus que se aproveita da tendência de o 
sistema humoral responder às alças variáveis e amplamente 
expostas na proteína da superfície viral para escapar ao controle 
imune. Depois da infecção primária, é necessário algum tempo 
(semanas) para que os anticorpos neutralizantes alcancem um 
nível no qual começam a inibir a replicação viral. Em geral, 
esses anticorpos são dirigidos às alças expostas do vírus. 
Enquanto a produção desses anticorpos é estimulada, o vírus 
já se modificou, ou seja, transformou-se em inúmeros outros 
vírus por meio de erros associados à transcrição do RNA em 
DNA desse retrovírus. Entre esses novos vírus está um que tem 
alterações na sequência dos epítopos que determinam a res- 
posta dos anticorpos neutralizantes, permitindo sua fuga ao 
controle da resposta humoral. Por fim, o organismo desenvolve 
uma resposta a esse novo vírus e logo depois surge outro novo 
eassim por diante. A resposta humoral persegue o vírus durante 
muitos anos, mas nunca consegue controlá-lo. 

É importante salientar que as alças acessíveis nas estrutu- 
ras proteicas tendem a ser flexíveis. Desse modo, a dominân- 
cia do epítopo também foi associada às regiões flexíveis de 
um antígeno proteico. 
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Figura 5.8 Epítopos da superfície da hemaglutinina (HA) do 
vírus influenza. A figura ilustra a estrutura da HA do vírus 
influenza de 1918, responsável por uma pandemia que matou 
mais de 50 milhões de pessoas. A molécula é um homotrímero 
com monômeros ilustrados em azul, cinza e marrom. Os 
homotrímeros formam “espiculas” na superfície do virus. As 
espículas estão ancoradas à membrana do vírus (parte inferior 
da figura). As moléculas de ácido siálico presentes nas 
células-alvo ligam-se às regiões superiores das espículas, 
resultando na fixação do vírus à célula-alvo na primeira etapa da 
infecção. Os cinco epítopos principais da HA estão 
representados por círculos coloridos localizados na ponta da 
molécula. Três dos epítopos (amarelo, verde e roxo) envolvem 
estruturas proeminentes das alças. (Cortesia de James 
Stevens.) 
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Termodinâmica das interações 
antígeno-anticorpo 


A interação anticorpo e antígeno é reversível e pode ser des- 
crita pelas leis da termodinâmica. Em particular, a reação 


Ab + Ag <> complexo Ab-Ag 


pode ser estudada e a posição de equilíbrio, estabelecida em 
diversas condições. Em outras palavras, é possível estimar a 
quantidade de anticorpos ligados ao antígeno em diferentes 
condições. Essa informação é crucial. Quando o anticorpo 
recobre um vírus, é provável que o vírus seja impedido de 
entrar nas células-alvo e a infecção seja evitada. Quando o 
anticorpo consegue ligar-se a uma bactéria em níveis suficien- 
temente altos, o complemento pode ser ativado e a célula 
bacteriana é destruída. 

A posição de equilíbrio é descrita pela constante de ligação 
ou associação, K,: 


K, = [complexo Ab-Ag]/([Ab] x [Ag]) 


na qual os colchetes indicam as concentrações molares. Desse 
modo, as unidades da K, são moles por litro (M), ou 1/M. 
Se K, for um número grande, o equilíbrio está muito desviado 
à direita e a formação dos complexos Ab-Ag é favorecida. 
Tipicamente, os anticorpos de alta afinidade têm valores de 
K, na ordem de 10º a 10'° M. Alguns pesquisadores preferem 
imaginar a ligação em termos de constante de dissociação 
(K,), definida simplesmente como 1/K, com unidades em M. 
Desse modo, os anticorpos de alta afinidade têm valores de 
Ka na faixa de 10º a 107º. Como a K, = 10° M corresponde 
a 1 nM, os anticorpos de alta afinidade também são conhe- 
cidos como “ligadores nM”. Os anticorpos de afinidade 
moderada como as IgM são conhecidos como ligadores yM 
(Ki = 1 UM). 

Outra maneira de interpretar a equação de ligação é 
pensar que, se a metade dos sítios do antígeno disponíveis 
estiver ocupada pelo anticorpo, então [Ag] = [complexo 
Ab-Ag] e K, = 1/[Ab] ou K; = [Ab]. Em outras palavras, Kz é 
igual à concentração do anticorpo na qual metade dos anti- 
corpos está ligada. Desse modo, por exemplo, a ligação nM 
do anticorpo a um antígeno complexo começa quando sua 
concentração está na faixa nanomolar. O anticorpo liga-se 
muito pouco quando está na faixa picomolar (102) de con- 
centrações, mas sua ligação ocorre efetivamente na faixa uM. 
Do mesmo modo, um anticorpo uM será efetivo na faixa 
micromolar (LM) de concentração, mas não na faixa nano- 
molar (nM). No caso da IgG, nM é igual a praticamente 0,15 
ug/m£ e nM é de 150 ug/m[/. A concentração média de IgG 
no soro é de cerca de 12 mg/m/. Desse modo, evidentemente, 
se precisarmos que os anticorpos estejam presentes no soro 
em concentrações efetivas para se ligarem ao antígeno, um 
número muito maior de especificidades pode ser coberto por 
um conjunto de anticorpos com ligação nM (alta afinidade) 


do que por outro conjunto de anticorpos com ligação uM. 
Na verdade, esse parece ser o mecanismo principal usado pela 
natureza fora dos protocolos extremos de imunização em 
modelos animais. Desse modo, a maioria fica protegida (ao 
menos contra a reinfecção) depois de uma infecção primária 
ou vacinação, em virtude dos anticorpos de grande afinidade 
presentes em concentrações relativamente moderadas. 

Na discussão precedente, assumimos implicitamente que 
as interações antígeno-anticorpo sejam monovalentes, ou seja, 
que envolvam apenas um fragmento Fab da molécula do 
anticorpo. Na verdade, essas interações podem ser polivalen- 
tes e isto complica até certo ponto a situação, embora os 
aspectos principais permaneçam válidos. Voltaremos a falar 
sobre polivalência mais adiante. 

As constantes de ligação das interações antígeno-anticorpo 
geralmente são estimadas com base nas determinações por 
ELISA, mas hoje também podem ser determinadas com 
alguma precisão pelas técnicas como a ressonância plasmônica 
superficial (RPS) e a calorimetria isotérmica. No caso da 
ligação dos anticorpos aos antígenos da superfície celular, a 
citometria de fluxo pode fornecer uma estimativa razoável das 
afinidades de ligação. 

A constante de ligação de uma reação está relacionada 
diretamente com a energia que acompanha a reação, de 
acordo com a equação: 


AG=-RTIn K, 


na qual AG é a energia livre da reação, R é a constante dos 
gases, T é a temperatura em K e In é o log natural = 2,303 
X logio. Desse modo, AG é outra maneira de descrever o grau 
de desvio de uma reação para a esquerda ou para a direita do 
ponto de equilíbrio em determinadas condições. Se K, = 10º 
M”, AG é de cerca de -12 kcal/mol; se K, = 10º M^, AG é 
de cerca de -8 kcal/mol. A vantagem de considerar o valor de 
AG é que ele pode ajudar a começar a entender as forças 
moleculares que resultam na interação antigeno-anticorpo. 
Desse modo, a energia livre de uma reação (AG) é o efeito 


final das contribuições da entalpia (AH) e da entropia (AS): 


AG = AH- TAS 


Entalpia é o calor da reação; quanto mais calor for liberado 
pela reação (AH negativa), mais a reação será favorecida (AG 
negativa). Se for necessário fornecer calor à reação, ela é des- 
favorecida. Quanto mais entropia (ou desordem) resulta da 
reação (AS positiva), mais a reação é favorecida. Por exemplo, 
uma interação antigeno-anticorpo seria favorecida pela for- 
mação de uma ligação de H entre duas moléculas na faixa de 
cerca de 1 a 3 kcal/mol. Uma ligação de sal geraria uma 
quantidade de energia semelhante ou ligeiramente maior. A 
reação também seria favorecida pelas superfícies hidrofóbicas 
do anticorpo e do antígeno que entram em contato, porque 
então a água que estava ordenada ao redor das superfícies 
hidrofóbicas seria liberada para aumentar a entropia. Algumas 


estimativas indicaram que o encobrimento de 1 nm? de super- 
fície hidrofóbica gera cerca de 2,5 kcal/mol de energia para 
ligação. A Figura 5.9 ilustra algumas das forças que promo- 
vem as interações entre proteínas. 

Em geral, o epítopo é entendido como a região do antígeno 
que entra em contato com o anticorpo, ou seja, uma imagem 
fornecida pelos estudos da estrutura cristalina dos complexos 
antígeno-anticorpo. Entretanto, é importante ter em mente 
que o exame dos contatos entre o anticorpo e o antígeno em 
uma estrutura cristalina não fornece qualquer informação sobre 
as contribuições de cada interação para a energia final de 
ligação. Isso pode ser conseguido pela determinação dos efeitos 
da mutagênese de varredura (veja anteriormente) sobre a ligação 
do anticorpo avaliado. Nesse caso, os dados disponíveis sugerem 
que apenas algumas interações produtivas dominem a energé- 
tica da ligação; muitas interações são neutras ou desfavoráveis 
à ligação, mesmo quando se trata de um par de antígeno e 
anticorpo de alta afinidade. Na interação de um anticorpo com 
a lisozima, apenas cerca de um terço do anticorpo entra real- 
mente em contato com as moléculas que contribuem signifi- 
cativamente para a ligação final (Figura 5.10). 

A substituição de apenas uma molécula do antígeno ou 
do anticorpo pode ser decisiva na ligação final do antígeno 
ao anticorpo. Isso pode ser entendido facilmente por intuição. 
Quando uma molécula grande substitui outra molécula 
pequena do epítopo reconhecido, então toda a interface antí- 
geno-anticorpo é modificada. Em geral, os patógenos escapam 
dos anticorpos por mutações de um pequeno número de 
moléculas fundamentais. 


Polivalência das interações antígeno-anticorpo 


A ligação de um fragmento Fab monovalente a um antígeno 
monovalente pode ser analisada diretamente conforme des- 
crito antes. Isso também deve aplicar-se à molécula de IgG 
divalente correspondente, que interage com o antígeno 
monovalente. Entretanto, quando se considera uma IgG diva- 
lente (ou um anticorpo polivalente de qualquer classe) que 
interage com um antígeno polivalente, a análise da ligação 
torna-se mais complexa. 

Vejamos a ligação da IgG a um antígeno expresso em 
várias cópias na superfície de uma célula. Quando as molé- 
culas do antígeno estão espaçadas apropriadamente e assumem 
uma configuração conveniente, a IgG pode ligar-se divalen- 
temente (Figura 5.11). Isso resulta em maior afinidade (em 
geral, descrita como avidez ou afinidade funcional) da IgG 
pela superfície celular que o Fab correspondente. O “efeito 
bônus” da ligação divalente pode ser entendido intuitiva- 
mente em termos da tendência de a IgG divalente fixar-se 
mais firmemente à superfície da célula que o fragmento Fab 
correspondente. Para que o Fab “desprenda-se” da célula, uma 
série de interações entre o único sítio de ligação do anticorpo 
e o antígeno precisa ser rompida. Para que a IgG desprenda- 
-se, as interações dos dois sítios de ligação do anticorpo pre- 
cisam ser rompidas simultaneamente, certamente um evento 
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menos provável. O efeito bônus pode ser entendido em 
termos de AG. A ligação divalente produz AH mais favorável 
quando se utilizam dois sítios de ligação do anticorpo. 
Entretanto, o preço da entropia deverá ser pago na forma de 
contenção dos fragmentos Fab da molécula de IgG. O efeito 
final na AG geralmente corresponde ao aumento da afinidade 
na ordem de uma a 100 vezes na forma de efeito bônus. 
Também é importante lembrar que a IgG pode ligar-se de 
forma monovalente, mesmo a um antígeno polivalente, 
quando as moléculas do antígeno não estão espaçadas apro- 
priadamente. A IgM é decavalente para um antígeno, e isto, 
teoricamente, produziria um efeito bônus enorme na afini- 
dade funcional. Na prática, a IgM tende a ser constituída de 
ligadores com afinidade bastante moderada, sugerindo o uso 
limitado da polivalência e/ou uma alta entropia cobrada pela 
ligação polivalente. 

Um dos efeitos mais dramáticos da interação com anticor- 
pos polivalentes pode ser entendido pela neutralização das 
toxinas. As neurotoxinas botulínicas causam a doença parali- 
sante conhecida como botulismo humano e são armas poten- 
cialmente importantes para o bioterrorismo. Os anticorpos 
monoclonais foram produzidos a partir das “bibliotecas” de 
fagos contra a toxina. Nenhum mAb protegeu isoladamente os 
camundongos contra a exposição letal à toxina. Contudo, uma 
combinação de três mAb protegeu os camundongos contra 
uma exposição maciça à toxina. A diferença poderia ser atri- 
buída em parte ao efeito bônus da polivalência (ligação coope- 
rativa dos anticorpos a mais de uma molécula da toxina), que 
aumentou as afinidades funcionais dos anticorpos da faixa nM 
para a faixa pM para cada mAb específico. A Figura 5.12 ilustra 


as bases desse efeito para uma combinação de dois mAb. 


Especificidade e reatividade cruzada 
dos anticorpos 


Especificidade é um conceito descrito comumente no con- 
texto dos anticorpos e pode ter diversos significados. Em 
alguns casos, o termo é usado simplesmente para indicar que 
o anticorpo tem grande afinidade pelo antígeno. Em geral, 
isso significa que o anticorpo tem um sítio de ligação que se 
conforma muito bem a um epítopo do antígeno, mas tem 
muito menos chances de adaptar-se muito bem aos outros 
formatos. Desse modo, o anticorpo é específico para o antí- 
geno. Contudo, pode haver outros formatos adaptáveis, prin- 
cipalmente se estiverem relacionados com o epítopo antigênico 
em sua composição ou natureza. O mais provável é que outras 
moléculas sejam reconhecidas com menos afinidade. Com 
base na discussão precedente, é importante lembrar que os 
anticorpos são funcionais nas concentrações em torno dos 
seus valores de Ky. Desse modo, se um anticorpo tem afini- 
dade na faixa nM por determinado antígeno e está presente 
em concentrações nM in vivo, as reatividades cruzadas com 
outros antígenos na faixa sub-uM provavelmente não têm 
importância funcional, a menos que esses antígenos estejam 
em concentrações altas. 


124 Fundamentos de Imunologia 


Estrutura central 
Z do peptidio 
(a) co co 
do os 
CH—CH£CHLHLH,NH,OCO —CHCH;— CH 
NH Lisina Glutamato NH 
co co 
(b) = N 
CH—CH—0—H--0«( ))—CH; CH 
\ 
N Ey xe 
Serina Tirosina 
x 
NH 
CH, 
© i F 
co 
/ 
Leucina Isoleucina 
Limite externo 
efetivo da nuvem 
de elétrons da 
molécula , 
Moo ~ CO Too 


Figura 5.9 Interações entre proteínas. (a) Atração coulômbica entre grupos iônicos com cargas elétricas contrárias nas cadeias 
laterais de duas proteínas, ilustradas por um grupo amino ionizado (NH;*) na lisina de uma proteína e um grupo carboxila ionizado 
(-COO”) no glutamato da outra proteína. A força de atração é inversamente proporcional ao quadrado da distância entre as cargas 
elétricas. Desse modo, à medida que as cargas elétricas se aproximam, a força atrativa aumenta consideravelmente; se reduzirmos 
à metade a distância, a atração é multiplicada por quatro. Além disso, como a constante dielétrica da água é extremamente alta, a 
exclusão das moléculas de água por proximidade das moléculas interativas aumentaria expressivamente a força de atração. Os 
dipolos do antígeno e do anticorpo também podem atrair-se. Além disso, as forças eletrostáticas podem ser geradas pelas reações 
de transferência de cargas elétrica entre o anticorpo e o antígeno; por exemplo, uma molécula da proteína doadora de elétrons 

(p. ex., triptofano) poderia partilhar um elétron com um grupo como a dinitrofenila (DNP), que é aceptora de elétrons, e, desse 
modo, gerar uma carga elétrica +1 efetiva no anticorpo e uma carga elétrica -1 no antígeno. (b) A ligação de hidrogênio entre duas 
proteínas, envolvendo a formação de pontes de hidrogênio reversíveis entre os grupos hidrofílicos como OH, NH, e COOH, 
depende em grande parte da aproximação direta das duas moléculas que possuem esses grupos. Embora as ligações de H sejam 
relativamente fracas, porque são praticamente eletrostáticas por natureza, a exclusão da água entre as cadeias laterais reativas 
aumenta expressivamente a energia de ligação por redução acentuada da constante dielétrica. (c) Os grupos hidrofóbicos apolares 
como as cadeias laterais de valina, leucina e isoleucina tendem a associar-se em um ambiente aquoso. A força motriz dessa 
interação hidrofébica origina-se do fato de que a água, em contato com as moléculas hidrofébicas com as quais não consegue 
ligar-se, associa-se a outras moléculas de água, mas o número de configurações que permitem a formação das ligações de H não 
é tão grande quanto o que ocorre quando elas estão circundadas completamente por outras moléculas de agua (i. e., a entropia é 
menor). Quanto maior a área de contato entre a água e as superfícies hidrofóbicas, menor a entropia e maior o nível de energia. 
Desse modo, se os grupos hidrofóbicos de duas proteínas se aproximarem a ponto de excluir as moléculas de água entre elas, a 
superfície resultante em contato com a água é reduzida e as proteínas assumem um nível de energia menor que quando estavam 
separadas (em outras palavras, há uma força de atração entre elas). (d) Força de van der Waals: a interação entre os elétrons dos 
orbitais externos de duas macromoléculas diferentes pode ser imaginada (para simplificar!) como a atração entre dipolos oscilantes 
induzidos em duas nuvens de elétrons. A natureza dessa interação é difícil de descrever por termos não matemáticos, mas foi 
relacionada com uma perturbação transitória dos elétrons de uma molécula que forma efetivamente um dipolo, que induz uma 
perturbação dipolar na outra molécula; em seguida, os dois dipolos contam com uma força de atração entre elas e, à medida que 
os elétrons deslocados oscilam de volta à posição de equilíbrio e a ultrapassam, o dipolo oscila. A força de atração é inversamente 
proporcional à sétima potência da distância e, consequentemente, aumenta muito rapidamente à medida que as moléculas 
interativas aproximam-se. 
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Figura 5.10 Mapa energético de uma interface de antigeno-anticorpo. O anticorpo D1.3 (a figura ilustra apenas uma cadeia Fv 
[sFv]) liga-se com grande afinidade à lisozima da galinha de ovo branco (HEL) e a estrutura cristalina do complexo foi elucidada 
(veja a Figura 5.7). A contribuição energética das moléculas do anticorpo e do antígeno que entram em contato pode ser 
estimada substituindo-se a molécula por alanina relativamente “neutra”. O efeito pode ser expresso em termos de perda de 
energia livre da ligação para interação depois da substituição da alanina (AAG). Um valor positivo alto para AAG demonstra que a 
substituição por alanina teve um efeito desfavorável intenso na ligação e implica que a molécula substituída formava um contato 
crucial na interface entre o antígeno e o anticorpo. Evidentemente, a maioria das moléculas que estabelecem contato 
(principalmente no anticorpo) contribui pouco para a energia de ligação. Existem interações produtivas bem definidas no 
anticorpo e no antígeno e as moléculas dessas interações no componente do anticorpo da interação correspondem às 
interações no antígeno. (Segundo Sundberg E.J. & Mariuzza R.A. (2002) Advances in Protein Chemistry 61, 119.) 
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Figura 5.11 Ligação de um anticorpo divalente à 
superfície de uma célula. A afinidade de um anticorpo 
capaz de ligar-se de modo divalente a um antígeno 
polivalente (b), como os que podem ser encontrados na 
superfície da célula, é comparativamente maior que a de um 
anticorpo que só consegue se ligar de modo monovalente 
(a). 


Outro significado atribuído ao termo “especificidade” é a 
capacidade de discriminar moléculas. Isso certamente se 
adapta à descrição anterior, mas também poderia ser aplicado 
aos anticorpos com menos afinidade. Desse modo, nos 
estudos genômicos, existe a demanda de anticorpos capazes 
de diferenciar as proteínas-alvo de muitas outras proteínas e 
identificar as proteínas-alvo em vários ensaios. Isso não exige 
necessariamente grande afinidade, mas boa capacidade discri- 
minativa. Anticorpos com afinidade moderada selecionados 
das coleções de fagos têm sido usados com sucesso nesse 
contexto. 


O que a célula T “enxerga” 


Em várias ocasiões, mencionamos o fato de que o receptor da 
célula T aß “enxerga” antígenos peptidicos na superficie das 
células quando eles estão combinados com uma molécula 
MHC classe I ou II. Vejamos agora essa relação com mais 


detalhes. 
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É um fato comprovado que, com algumas exceções (veja a p. 
137), as células T que possuem receptores aß respondem apenas 
quando as células apresentadoras de antígenos expressam o 
mesmo haplótipo MHC que o hospedeiro do qual as células T 
foram originadas (Marco histórico 5.1). Essa restrição ao 
haplótipo para reconhecimento pelas células T estabelece cla- 
ramente que as moléculas do MHC estão direta e necessa- 
riamente envolvidas na interação da célula portadora do antígeno 
com seu linfócito T antigeno-especifico correspondente. 
Também aprendemos que, em geral, as células T citotóxicas 
reconhecem antígenos em presença das moléculas do MHC 
classe I, enquanto as células T auxiliares interagem quando o 
antígeno está combinado com moléculas do MHC classe II. 
Desse modo, aceitando a participação do MHC no reconheci- 
mento pela célula T, o que acontece com o antígeno? 


As células T reconhecem uma sequência 
peptídica linear do antígeno 


No Marco Histórico 5.1, mencionamos as experiências envol- 
vendo células T' específicas para nucleoproteína do vírus 
influenza, que podiam destruir as células infectadas por este 
vírus. A destruição ocorre depois que a célula T citotóxica adere 
firmemente ao seu alvo por reconhecimento de moléculas espe- 
cíficas da superfície. Desse modo, é interessante que a nucleo- 
proteína, que não possui uma sequência de sinais ou uma 
região transmembrana, e consequentemente não pode ser 
expressa na superfície da célula, pode ainda assim funcionar 
como alvo para as células T citotóxicas, principalmente porque 
já mencionamos que os anticorpos contra a nucleoproteína 
original não têm qualquer influência na reação citotóxica (veja 


Figura 5.12 Efeito bônus da ligação polivalente para a 
neutralização de uma molécula solúvel (p. ex., uma toxina) 
por anticorpos. (a-c) Constatou-se que dois anticorpos que se 
ligam aos epítopos diferentes de um antígeno solúvel podem 
apresentar aumento expressivo da afinidade, quando 
comparados com os anticorpos usados separadamente (ligação 
cooperativa). (d,e) Se houver apenas um anticorpo, a 
dissociação do complexo exige apenas que a interação entre 
um sítio de combinação do anticorpo e seu epitopo seja 
rompida. (f) Se dois anticorpos estão ligados ao antígeno e uma 
interação entre epítopo e sítio de ligação do anticorpo é perdida 
(conforme ilustrado), o complexo continua reunido e o 
fragmento Fab liberado tem condições de religar-se e formar 
outro complexo. Na verdade, os valores de K, para os dois 
anticorpos são menores no complexo e, se um fragmento Fab 
for deslocado, o valor de Kon aumenta em comparação com a 
situação de apenas um anticorpo ligado. 


a Figura M5.1.1b). Além disso, as células não infectadas não 
se tornam alvos para as células T citotóxicas quando a nucleo- 
proteína inteira é acrescentada ao sistema de cultura. Entretanto, 
se em vez disso acrescentarmos uma série de peptídios curtos 
com sequências derivadas da estrutura primária da nucleopro- 
teína, as células não infectadas agora se tornarão suscetíveis ao 
ataque das células T citotóxicas (Figura 5.13). 

Desse modo, o mistério do reconhecimento dos antíge- 
nos pelas células T foi revelado. Os linfócitos T reconhecem 
peptídios lineares derivados dos antígenos proteicos e isso 
explica por que os anticorpos formados contra a nucleopro- 
teína em sua conformação tridimensional original não 
inibem a destruição. Observe que apenas alguns peptídios 
da nucleoproteina foram reconhecidos pelas células T poli- 
clonais da população do doador e estes peptídios foram 
considerados os epítopos da célula T. Quando os clones são 
originados dessas células T, cada clone reage com apenas um 
dos peptídios; em outras palavras, assim como ocorre com 
os clones de células B, cada clone é específico para um 
epítopo correspondente. 

Resultados absolutamente análogos são obtidos quando 
os clones de células T auxiliares são estimulados pelas células 
apresentadoras de antígenos, às quais foram acrescentados 
determinados peptídios derivados do antígeno original. 
Também nesse caso, com a síntese de uma série desses pepti- 
dios, o epítopo da célula T pode ser mapeado com alguma 
precisão. 

A conclusão é que a célula T reconhece o MHC e o 
peptídio e hoje sabemos que este último, que atua como 
epítopo da célula T, situa-se ao longo da fenda formada pelas 
hélices a e a base da lâmina B dos domínios externos das 
classes I e II (veja a Figura 4.17). Mas como ele vai parar lá? 


9 Marco histórico 
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A compreensão de que o MHC, que durante muito tempo 
figurou como principal elemento controlador da rejeição dos 
enxertos de tecidos, deve ocupar o centro das reações das 
células T foi fonte de fascinação e grande satisfação para 
os imunologistas — quase como se um grande plano 
universal tivesse sido lentamente desvendado. 

Uma das observações fundamentais que ajudaram a 
elevar o MHC a essa posição de destaque foi a descoberta 
dramática dos vencedores do Prêmio Nobel, Doherty e 
Zinkernagel, de que as células T citotóxicas retiradas de um 
indivíduo que se recuperava de uma infecção viral destruiam 
apenas as células infectadas por vírus que compartilhassem 
o mesmo haplótipo MHC do hospedeiro. Esses 
pesquisadores demonstraram que células T citotóxicas dos 
camundongos com o haplótipo H-2º e infectados pelo vírus 
da coriomeningite linfocítica (LCMV) podiam destruir as 
células infectadas por vírus derivadas de qualquer cepa H-2º, 
mas não as células do haplótipo H-2* ou de outros 
haplétipos. A experiência recíproca com camundongos H-2* 
mostrou que essa propriedade não estava relacionada 
apenas com o haplótipo H-2º (Figura M5.1.1a). Estudos com 
cepas recombinantes (veja a Tabela 4.4) detectaram que o 
MHC classe | era o elemento restritivo e isto foi confirmado 
pela demonstração de que os anticorpos contra o MHC 
classe | bloqueavam a reação citotóxica. 

O mesmo fenômeno foi observado repetidamente nos 
seres humanos. Os indivíduos HLA-A2 que se recuperavam 
de influenza tinham células T citotóxicas que destruíam as 
células-alvo HLA-A2 infectadas pelo mesmo vírus, mas não 
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as células com especificidade de histotipo HLA-A diferente 
(Figura M5.1.1b). Observe como a citotoxicidade podia ser 
inibida pelo antissoro específico para o tipo HLA-A do 
doador, mas não pelos antissoros contra a forma alélica 
HLA-A1 ou a molécula HLA-DR. É particularmente 
importante assinalar a incapacidade de os anticorpos contra 
nucleoproteina bloquearem o reconhecimento pelas células 
T, mesmo que a especificidade dos linfócitos T desses 
estudos estivesse comprovadamente dirigida contra este 
antígeno. Como os anticorpos reagem com a 
nucleoproteina em sua forma natural, a conformação do 
antígeno apresentado à célula T deve ser muito diferente. 

Paralelamente, uma série absolutamente semelhante de 
experiências estabeleceu o papel das moléculas do MHC 
classe II na apresentação dos antígenos às células T 
auxiliares. Inicialmente, estudos realizados por Shevach e 
Rosenthal demonstraram que a proliferação dos linfócitos 
em resposta a um antígeno in vitro podia ser bloqueada 
pelos antissoros produzidos entre duas cepas de cobaias, 
que poderiam ter incluído anticorpos contra o MHC dos 
linfócitos reativos. Evidências mais diretas provêm do tipo 
de experiência no qual a proliferação de um clone de 
células T em resposta à ovalbumina ligada às células 
apresentadoras de antígenos com fenótipo H-2A° não pode 
ocorrer quando o antígeno é apresentado em combinação 
com o H-2A*. Entretanto, quando as células apresentadoras 
de antígeno H-2A* são transfeccionadas com os genes que 
codificam o H-2A°, elas então se comunicam eficazmente 
com as células T (Figura M.5.1.2). 
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Figura M5.1.1 A destruição pelas células T é limitada pelo haplótipo MHC das células-alvo infectadas por vírus. (a) 
Destruição haplótipo-limitada das células-alvo infectadas pelo virus da coriomeningite linfocitica (LCMV) por células T 
citotóxicas. As células destrutivas dos hospedeiros H-2“ destruíram apenas as células-alvo H-2° infectadas, não as que tinham 
haplótipo H-2* e vice-versa. (b) Destruição das células-alvo infectadas pelo vírus influenza pelas células T específicas para 
nucleoproteína (NP) da influenza de um doador HLA-A2 (veja a nomenclatura do MHC humano p. 102). A destruição 
limitava-se aos alvos HLA-A2 e era inibida apenas pelos anticorpos contra A2, não contra A1 ou contra a estrutura HLA-DR da 


classe Il, ou o antígeno NP original. 
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9 Marco histórico 5.1 Restrição ao MHC da reatividade das células T (continuação) 
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Células apresentadoras de antígenos pulsadas com ovalbumina (antígeno) 


Processamento do antígeno intracelular 
para apresentação pelo MHC classe | 


No citosol estão localizadas as estruturas proteolíticas (proteas- 
somos) envolvidas na renovação rotineira e na decomposição 
celular das proteínas (Figura 5.14). As proteínas citosólicas 
destinadas à apresentação dos antígenos, inclusive proteínas 
virais, são decompostas em peptídios por uma via que envolve 
essas estruturas e reduzidas a fragmentos ainda menores pelas 
proteases citosólicas, inclusive leucina-aminopeptidase e 
aspartil-aminopeptidase. Além das proteínas que já estão pre- 
sentes no citosol, uma fração das proteínas ligadas à membrana 
e das proteínas secretórias é transportada do RE de volta ao 
citosol. Esse processo pode ser mediado pelo canal multimo- 
lecular Sec61. As proteínas que foram retrotranslocadas do RE 
para o citosol podem então ser processadas para apresentação 
com o MHC classe I, assim como ocorre com as proteínas 
originadas das mitocôndrias. Antes do processamento, os antí- 
genos polipeptídicos são ligados covalentemente a várias molé- 
culas de ubiquitina (uma proteína de 7,5 kDa) por um 
processo dependente do ATP. O processo de poliubiquitinação 
tem como alvos os polipeptídios do proteassomo (Figura 5.14). 

Apenas cerca de 10% dos peptídios produzidos pelos 
proteassomos têm comprimento (8 a 10 aminoácidos) ideal 
para encaixar-se nas fendas das moléculas do MHC classe I; 
cerca de 70% provavelmente são muito pequenos para atuar 
na apresentação de antígenos e os 20% restantes são muito 
grandes para encaixar-se dentro da fenda (algo que aparente- 
mente não ocorre em alguns casos) ou precisam ser cortados 
ainda mais. Esse processamento adicional ocorre antes do 
transporte ao RE (p. ex., por aminopeptidases citosólicas) 
ou depois dele, e, neste último caso, podem ser usadas as 
aminopeptidases residentes do retículo endoplasmático 1 e 2 
(ERAP-1 e ERAP-2, do inglês, endoplasmic reticulum 


Figura M5.1.2 O clone de células T responde pela 
proliferação in vitro apenas quando as células 
apresentadoras de antígenos (p. ex., macrófagos) pulsadas 
com ovalbumina expressam o mesmo MHC classe Il. 
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Figura 5.13 As células T citotóxicas originadas de um 
doador humano destroem as células-alvo não infectadas em 
presença dos peptidios curtos da nucleoproteina do virus 
influenza. Os peptidios indicados foram acrescentados aos 
linfoblastos singénicos (i. e., iguais ao doador de células T) 
ativados por mitógeno e marcados com *'Cr e a citotoxicidade 
foi avaliada pela quantidade de *'Cr liberado com relação entre 
células citotóxicas:células-alvo de 50:1. Os três peptídios 
indicados em vermelho induziram boa resposta destrutiva. 
(Reproduzida de Townsend A.R.M. et al. (1986) Cell 44, 
959-968, com permissão. Direitos autorais O 1986 da Cell 
Press.) 
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Figura 5.14 Clivagem das proteínas citosólicas pelo proteassomo. As proteínas citosólicas tornam-se poliubiquitinadas por uma 
reação dependente do ATP, na qual a enzima E1 forma um tioléster com a região C-terminal da ubiquitina e, em seguida, transfere a 
ubiquitina para uma das várias proteínas carreadoras da ubiquitina E2. A região C-terminal da ubiquitina é então conjugada com 
uma molécula de lisina do polipeptídio por uma das várias enzimas ligases de ubiquitina-proteína. Há especificidade nesses 
processos, porque cada enzima E2 e E3 tem preferências por proteínas diferentes. A proteína citosólica ubiquitinada liga-se ao 
regulador 19S que contém ATPase, na qual o ATP empurra a cadeia de proteína desdobrada para dentro da estrutura cilíndrica do 
proteassomo nuclear 20S, que é formado por 28 subunidades dispostas em quatro anéis empilhados. Os dois anéis externos 
constituem sete subunidades a diferentes (c.,-a.7), enquanto os dois anéis da câmara hidrolítica central são formados por até sete 
subunidades diferentes (B,-B7). Dentro da câmara hidrolítica, a proteína fica exposta à atividade proteolítica (sombreado em 
vermelho). Em seguida, há ativação de outro mecanismo catalítico pelo qual a molécula nucleofílica que ataca as ligações 
peptídicas é o grupo hidroxila da molécula N-terminal de treonina das subunidades p. Existem três subunidades cataliticamente 
ativas (B4, B2 e Ba), que podem atuar em uma faixa ampla de polipeptídios. Contudo, em termos gerais, a subunidade $, tem 
atividade “semelhante às caspases” e hidrolisa polipeptidios depois das moléculas ácidas; a subunidade Pp, é “semelhante à 
tripsina” e cliva depois dos resíduos básicos; e Bs é “semelhante à quimiotripsina” porque hidrolisa os peptídios depois das 
moléculas hidrofóbicas grandes. As moléculas Bi, Boi e Bsi associadas ao imunoproteassomo induzido pelo IFNy apresentam 
especificidades semelhantes, mas geralmente formam peptídios mais longos, têm menos atividade de clivagem pós-ácida e mais 
atividades de tripsina e quimiotripsina, em comparação com seus correspondentes do proteassomo “administrativo”. (Baseada em 
Peters J.M. et al. (1993) Journal of Molecular Biology 234, 932-937 e Rubin D.M. & Finley D. (1995) Current Biology 5, 854-858.) 


resident aminopeptidases). A citocina IFNy aumenta a pro- 
dução das três subunidades proteossômicas catalíticas especia- 
lizadas (Bii, Bai e Bsi), que substituem as subunidades 
catalíticas homólogas de modo a produzir o que se denomina 
imunoproteassomo, um processo que modifica a especifici- 
dade da clivagem de maneira a ajustar a produção dos peptí- 
dios para a ligação às moléculas da classe I. 

Os peptídios produzidos pelo proteassomo e pelo imuno- 
proteassomo são transferidos para dentro do RE por dois 


membros da família de transportadores do cassete de ligação 
do ATP (ABC) — os transportadores associados ao processa- 
mento de antígenos (TAP1 e TAP2, do inglês, transporters 
associated with antigen processing) (Figura 5.15). Alguns 
autores sugeriram que o TAP1 e o TAP2 ligam-se ao ATP e 
ao ADP, respectivamente, e que antes de o peptídio entrar na 
cavidade de ligação peptídica, o poro do TAP está aberto 
apenas na superfície citosólica. Com a entrada do peptídio, 
os domínios de ligação dos nucleotídios citosólicos fecham e 
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Figura 5.15 Processamento do antígeno endógeno e 
apresentação pelo MHC classe |. As proteínas citosólicas (a) 
são decompostas pelo complexo proteassômico (b) em 
peptídios, que são transportados ao retículo endoplasmatico (RE) 
pelos transportadores associados aos membros processadores 
de antígeno (TAP1 e TAP2) da família ABC das proteínas de 
transporte ATP-dependentes (c). Sob influência do complexo de 
carregamento peptídico (PLC, que inclui o TAP1/2 reunido com 
calreticulina, tapasina e ERp57), os peptídios são carregados 
dentro da fenda do MHC classe | acoplado à membrana. O 
ERp57 isomeriza as ligações dissulfidricas de modo a garantir a 
conformação certa da molécula da classe |. A tapasina forma 
uma ligação entre TAP1/2 e outros componentes do PLC e está 
ligada covalentemente ao ERp57, que, por sua vez, está ligado 
não covalentemente à calreticulina. Depois do carregamento dos 
peptídios, o complexo peptídio-MHC é liberado do PLC (d), 
atravessa o sistema de Golgi (e) e aparece na superfície da 
célula (f) pronto para ser apresentado ao receptor da célula T. As 
células mutantes com deficiência de TAP 1/2 não liberam os 
peptídios à classe | e não podem funcionar como alvos para as 
células T citotóxicas. 


a extremidade luminar abre para permitir o acesso do pepti- 
dio ao RE. 

A cadeia pesada da classe I recém-sintetizada é retida no 
RE pela calnexina, uma chaperona semelhante à lectina, que 
se liga ao glicana N-terminal monoglicosilado da cadeia 
pesada nascente. A calnexina facilita a dobradura da proteína 
e promove sua combinação com a B;-microglobulina. Em 
seguida, a calnexina é substituída pela calreticulina, que tem 
propriedades semelhantes às das lectinas e, juntamente com 
o TAP1/2, a tapasina e o ERp57 (tiol-oxidorredutase do RE 
de 57 kDa), constitui o complexo de carregamento peptídico 
(PLC, do inglês, peptide loading complex). A ligação da tapa- 
sina assegura que a molécula da classe I vazia fique próxima 
dos poros do TAP no RE e, desse modo, facilita o carrega- 
mento dos peptídios. Depois do carregamento dos peptídios, 
a molécula da classe I dissocia-se do PLC, e, em seguida, o 
trímero estável formado por peptídio/cadeia pesada da classe 
I/B,-microglobulina atravessa o aparelho de Golgi e chega à 
superfície, onde constitui um alvo fixo para a célula T 
citotóxica. 


O processamento do antígeno 
extracelular para apresentação 
pelo MHC classe II tem 
mecanismos diferentes 


Os complexos do MHC classe II com peptídio antigênico 
são formados por um mecanismo intracelular fundamental- 
mente diferente, porque as células apresentadoras de antíge- 
nos que interagem com os linfócitos T auxiliares precisam 
colher amostras do antígeno no compartimento extracelular. 
Em essência, uma vesícula trans-Golgi contendo a molécula 
do MHC classe II precisa reunir-se com um endossomo final 
contendo o antígeno proteico exógeno englobado pela célula 
por um mecanismo de endocitose. 

No que se refere às moléculas da classe II propriamente 
ditas, elas são formadas pelas cadeias a e B no RE em com- 
binação com a cadeia invariável (Ii) transmembrana 
(Figura 5.16), que forma trímeros para recrutar três molécu- 
las do MHC classe II em um complexo nonamérico. A Ii 
desempenha várias funções. Primeiramente, atua como com- 
panheira dedicada de modo a assegurar a dobradura correta 
da molécula classe II nascente. Em segundo lugar, uma 
sequência interna da porção luminar da Ii localiza-se na fenda 
da molécula do MHC para inibir a ligação precoce dos pep- 
tídios no RE, antes que a molécula chegue ao compartimento 
endocítico que contém o antígeno. Além disso, a combinação 
da Ii com o heterodímero a da classe II inativa um sinal de 
retenção e permite o transporte ao aparelho de Golgi. Por 
fim, o direcionamento das moléculas da região citoplasmática 
N-terminal da Ii assegura a liberação da vesícula contendo a 
molécula da classe II na via endocítica. 

Enquanto isso, a proteína exógena é captada por endo- 
citose. A enzima GILT (tiol-redutase lisossômica induzida 
pelo interferon-y) está presente nos endossomos e decompée 
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quaisquer ligações dissulfidricas existentes nas proteínas engol- 
fadas. À medida que o endossomo inicial sofre acidificação 
progressiva, as proteínas são processadas em peptídios por 
algumas enzimas proteolíticas (veja a legenda da Figura 5.16). 
Os endossomos finais geralmente adquirem proteínas de mem- 
brana associadas ao lisossomo (LAMP, do inglês, lysosomal- 
-associated membrane proteins), que estão implicadas no 
direcionamento enzimático, na autofagia (veja adiante) e na 
biogênese lisossômica. Esses endossomos finais fundem-se com 
o vacúolo que contém o complexo Ii-classe II. Nas condições 
ácidas dentro desses compartimentos enriquecidos pelo MHC 
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Figura 5.16 Processamento do antígeno exógeno e 
apresentação pelo MHC classe Il. As moléculas da classe Il 
com li são reunidas no retículo endoplasmático (RE) e 
transportadas através do aparelho de Golgi até o retículo 
trans-Golgi (na verdade, na forma de um nonâmero formado de 
três cadeias invariáveis, três cadeias a e três cadeias B — não 
ilustrados na figura). Nesse local, o vacúolo contendo a molécula 
da classe Il funde-se com um endossomo final, que tem 
características lisossômicas e contém os peptídios gerados pela 
decomposição parcial das proteínas derivadas da captação 
endocítica do antígeno exógeno. Essa fusão constitui o chamado 
compartimento enriquecido pelo MHC classe Il, ou MIIC. Os 
elementos principais implicados no processamento do antígeno 
exógeno nos endossomos são cisteinoproteases como as 
catepsinas S e L (ambas com atividade de endopeptidase) e a 
catepsina D e a asparagina-endopeptidase (AEP), que também 
poderiam participar do processo. Em seguida, as exopeptidases 
como as catepsinas B e X parecem desbastar a região 
C-terminal, enquanto as catepsinas C e H desbastam a região 
N-terminal dos peptídios, antes ou depois de sua ligação à fenda 
do MHC classe Il. A decomposição da cadeia invariável resulta 
no CLIP (do inglés, class /I-associated invariant chain peptide) 
que permanece na fenda mas, sob influência da molécula DM, é 
substituído pelos peptídios derivados do antígeno exógeno. 
Finalmente, os complexos são transportados para a superfície 
celular para serem apresentados às células T auxiliares. Essa 
sequência de eventos é apoiada pela observação de 
concentrações altas do CLIP da cadeia invariável associadas às 
moléculas da classe Il nos vacúolos MIIC dos camundongos 
mutantes com deficiência de DM, que não conseguem apresentar 
normalmente antígenos às células T. 


classe II (MIIC, do inglês, MHC class H-enriched compart- 
ments), a AEP e as catepsinas S e L decompéem a Ii, exceto a 
parte que está localizada dentro da fenda da molécula do MHC 
que, por algum tempo, permanece como um peptídio conhe- 
cido como CLIP (do inglês, class I-associated invariant chain 
peptide, peptídio da cadeia invariável associado à classe II). Em 
seguida, uma molécula dimérica relacionada com o MCH 
(DM) catalisa a remoção do CLIP e mantém a fenda aberta de 
modo que os peptídios produzidos no endossomo possam ser 
inseridos (Figura 5.17). A ligação dos peptídios iniciais é deter- 
minada pela concentração do peptídio e sua taxa de ligação, 
mas depois a DM facilita a remoção dos peptídios de menor 
afinidade para permitir sua substituição por outros de alta 
afinidade, isto é, atua como um editor peptídico, permitindo 
a incorporação dos peptídios com características de ligação 
mais estáveis, ou seja, os que têm taxa de desprendimento lenta. 
Principalmente nas células B, uma outra molécula relacionada 
com o MHC (DO) combina-se com a DM ligada à molécula 
da classe II e modifica sua função por um mecanismo depen- 
dente do pH. Seu efeito pode ser em favor da apresentação dos 
antígenos interiorizados por meio do BCR, em detrimento dos 
que foram captados por endocitose da fase líquida. Por fim, os 
complexos de peptídio-moléculas da classe II são transportados 
para a membrana para serem apresentados aos linfócitos T 


auxiliares. 
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Figura 5.17 Transporte pelo MHC classe II e carregamento de peptidios ilustrados pelo desenho ligeiramente vulgar de Tulp. 
(Reproduzida de Benham A. et al. (1995) Immunology Today 16, 359-362, com autorização dos autores e da Elsevier Science Ltd.) 


Apresentação cruzada dos antígenos 


Acabamos de ver como as moléculas do MHC classe I apre- 
sentam antígenos endógenos, enquanto as da classe II apre- 
sentam antígenos exógenos. Contudo, cerca de 25% das 
moléculas da classe I apresentam antígenos de origem exógena 
e até 20% das moléculas da classe II apresentam peptídios 
originados dos antígenos citoplasmáticos ou nucleares. Na 
verdade, as células T'citotóxicas virgens (naive) dependem das 
células dendríticas para sua ativação, mas a maioria dos vírus 
não tem tropismo por estas últimas células e, consequente- 
mente, não está naturalmente presente no citosol das APC 
profissionais. Considerando as duas vias diferentes (endó- 
geno/classe I, exógeno/classe II) descritas nas seções anterio- 
res, como isso pode ser conseguido? A resposta desse enigma 
está no fenômeno da “apresentação cruzada”. Os antígenos 
incorporados por fagocitose ou endocitose podem escapar do 
vacúolo no qual foram engolfados e chegar ao citosol 
(Figura 5.18a). Essa via de escape pode envolver o canal 
multimolecular Sec61. Quando chegam ao citosol, esses antí- 
genos são alvos fáceis para a ubiquitinação e decomposição 
subsequente pelo proteassomo, seguidas da transferência 
(mediada pela TAP) ao RE e da apresentação pelas moléculas 
do MHC classe I. Também é possível que alguns antígenos 
incorporados por endocitose possam ser carregados direta- 
mente durante a reciclagem das moléculas do MHC classe I 
dentro do endossomo, sem necessidade de serem processados 
no citosol primeiramente. Além das células dendríticas, os 
macrófagos também parecem ser capazes de participar do jogo 
da apresentação cruzada, embora com menos eficiência. 

Por outro lado, os peptídios derivados do proteassomo e 
localizados no citosol (inclusive os originados dos capsídios 


virais) são clientes em potencial para as fendas das moléculas 
do MHC classe II e poderiam fazer a viagem até o MIIC. Isso 
ocorre por um processo conhecido como autofagia, no qual 
partes do citoplasma, que pode conter peptídios gerados pelo 
proteassomo, são engolfadas internamente por estruturas 
conhecidas como autofagossomos (Figura 5.18b). Estudos 
demonstraram que a autofagia acontece naturalmente nas 
células apresentadoras de antígenos profissionais. Em seguida, 
o autofagossomo contendo peptídios funde-se com o MIIC 
que contém moléculas do MHC classe II, no qual também 
pode ocorrer a clivagem proteolítica de quaisquer proteínas 
intactas. Daí em diante, os processos são semelhantes aos 
descritos para a apresentação dos antígenos exógenos (com 
substituição do CLIP pelos peptídios) e a transferência do 
complexo MHC-peptidio à superfície celular. Durante os 
períodos de estresse celular, uma segunda via (autofagia 
mediada por chaperonas) pode ser usada e envolve os membros 
da família da proteína 70 do choque térmico, que se ligam à 
proteína a ser processada. Em seguida, o complexo proteico 
é reconhecido pela proteína 2a da membrana associada ao 
lisossomo (LAMP-2a, do inglês, lysosome-associated membrane 
protein 2a) e arrastado até o lúmen do lisossomo para proces- 
samento subsequente. 


Composição do peptídio 
“encaixado na fenda” 


As fendas das moléculas do MHC impõem algumas restrições 
bem definidas ao tipo e ao comprimento dos peptídios que 
acomodam e o padrão varia com os diferentes alelos do MHC. 
Entretanto, com a maioria das posições do ligando peptídico, 
um grau surpreendente de redundância é permitido e depende 
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d r 7 Figura 5.18 Apresentação cruzada do 
Antígeno exógeno Fae i paket antígeno. (a) Os antígenos exógenos 
cruzada pelo „$ dade 
Superfície celular + MHC classe | ir MHC classe Il | fl engolfados podem ter acesso a via de 
| processamento pelas moléculas da classe 
#) | quando entram no citosol a partir dos 
Endossomo Vacúolo Autofag compartimentos próprios das moléculas 
final do MHC classe II (MIIC), talvez por meio 
= MIIC dos canais Sec61. Outras vias para 
MIIC apresentação dos peptídios derivados dos 
Sec61 amiga, À antígenos exógenos ligados às moléculas 
e do MHC classe | podem incluir a permuta 


de peptídios com a reciclagem das 
moléculas do MHC classe | da membrana 
celular. (b) A apresentação cruzada 
também pode funcionar como “outra via 
derivativa” para os peptídios citosólicos 
gerados pelo proteassomo (e também 
antígenos endógenos intactos) sujeitos à 
autofagia terem acesso ao processamento 


e à via de apresentação pelas moléculas 
do MHC classe Il. RE, retículo 


endoplasmático. 


Tabela 5.1 Os ligandos naturais dos peptídios às moléculas do MHC classe Il contêm duas moléculas- 
âncoras específicas para cada alelo. (Baseada em Rammensee H.G., Friede T. & Stevanovic S. (1995) 


Immunogenetics 41, 178.) As letras representam o código de Dayhoff para os aminoácidos; quando mais de 
uma molécula predomina em determinada posição, a(s) alternativa(s) também é(são) referida(s); * = 


qualquer molécula. 


Posição do aminoácido 


Alelo da classe | 1 2 3 
H-2K? . Yy . 
H-2K° . . . 
H-2D° . . . 
HLA-A*0201 o LIMA . 
HLA-B*2705 . R . 


em parte das moléculas que interagem com o receptor da 
célula T em vez do MHC. 


Ligação às moléculas do MHC classe | 


Análises radiográficas demonstraram que os peptídios estão 
firmemente engastados ao longo do comprimento da fenda em 
uma configuração ampliada, sem qualquer espaço vazio para as 
estruturas helicoidais a (Figura 5.19). As forças envolvidas na 
ligação dos peptídios aa MHC e na ligação do TCR ao com- 
plexo peptídio-MHC são semelhantes às que estão envolvidas 
na ligação antígeno-anticorpo (i. e., não covalentes). A região 
N-terminal do peptídio ligado é firmemente ligada pelo hidro- 
gênio, independentemente do alelo do MHC para os resíduos 
conservados em uma extremidade da fenda, enquanto a região 
C-terminal participa da ligação do hidrogênio e das interações 
iônicas na outra extremidade da fenda. 


4 5 6 7 8 9 
. . . . VL 
YIF . . LIM 
N . . . LIMA 
5 k . . LN/UM 
. . . . RIKILIF 


Os peptídios naturais podem ser extraídos das moléculas 
purificadas do MHC classe I e, em seguida, suas sequências 
podem ser definidas. A maioria desses peptídios tem oito a 
10 moléculas de comprimento, enquanto os peptídios mais 
longos ficam abaulados fora da fenda. As análises das sequên- 
cias do pool de peptídios indicaram os aminoácidos com 
características definidas em determinadas posições fundamen- 
tais (Tabela 5.1). Essas são conhecidas como posições-ânco- 
fas representam as cadeias laterais de aminoácidos necessários 
ao encaixe dentro das bolsas alelo-específicas da fenda do 
MHC (Figura 5.20a). Em geral, existem duas e algumas vezes 
três dessas posições-âncoras para os peptídios que se ligam às 
moléculas da classe I — uma na região C-terminal e outra 
geralmente na posição peptídica 2 (P2), mas algumas vezes 
também há outras posições-âncoras. Por exemplo, o HLA- 
A*0201 altamente prevalente tem bolsas para leucina, metio- 
nina ou isoleucina na posição peptídica P2, e para leucina, 
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Peptidio ligado ao MHC classe | 


Figura 5.19 Ligação dos peptidios à fenda do MHC. O 
receptor da célula T (TCR) “enxerga” olhando por baixo das 
hélices a que revestem a fenda (veja a Figura 4.17b) 
representada nos modelos de preenchimento de espaços. (a) 
Peptídio 309-317 da transcriptase reversa do HIV-1 ligado 
firmemente dentro da fenda do HLA-A2 (classe |). Em geral, 
uma a quatro das cadeias laterais do peptidio apontam na 
direção do TCR, oferecendo a acessibilidade ao solvente de 
17% a 27%. (b) Peptidio 306-318 da hemaglutinina do virus 
influenza ligado à fenda do HLA-DR1 (classe Il). Ao contrário da 
classe |, o peptídio estende-se para fora das extremidades da 
fenda de ligação, e de quatro a seis de uma média de 

13 cadeias laterais apontam na direção do TCR, ampliando a 
acessibilidade ao solvente para 35%. (Baseada em Vignali 
D.A.A. & Strominger J.L. (1994) The Immunologist 2, 112, com 
autorização dos autores e da editora.) 


valina, isoleucina ou metionina em P9. Em alguns casos, uma 
bolsa-âncora principal pode ser substituída por duas ou três 
bolsas adicionais secundárias de ligação fraca. Mesmo com as 
limitações de duas ou três moléculas, cada alelo do MHC 
classe I pode acomodar um número expressivo de peptidios 
diferentes. Desse modo, contanto que os critérios para as 


posições-âncoras sejam atendidos, os outros aminoácidos da 
sequência podem variar. 

Com exceção da infecção viral, os ligantes naturais das 
moléculas da classe I são peptídios endógenos derivados das 
proteínas sintetizadas endogenamente pela célula, histonas, 
proteínas do choque térmico, enzimas, sequências sinalizado- 
ras principais etc. Desse modo, conclui-se que cerca de 75% 
desses peptídios originam-se do citosol e a maioria está pre- 
sente em grandes quantidades, algo em torno de 100 a 400 
cópias por célula. Assim, as proteínas expressas com abundân- 
cia incomum (p. ex., proteínas oncofetais dos tumores e antí- 
genos virais das células infectadas) devem ser prontamente 
detectadas pelas células T em repouso. 


Ligação às moléculas do MHC classe II 


Ao contrário das moléculas da classe I, nas quais a ligação de 
hidrogênio alelo-independente ao peptídio está localizada 
principalmente nas terminações C e N, as moléculas da fenda 
da classe II são ligadas por hidrogênio e usam outras intera- 
ções não covalentes ao longo de todo o comprimento do 
peptídio, com interligações aos átomos que constituem a 
cadeia principal. Quanto às bolsas de ligação alelo-específicas 
das moléculas da classe II para as cadeias laterais dos peptí- 
dios, as moléculas baseadas em três ou quatro moléculas- 
-âncoras principais parecem ser as mais utilizadas (Figura 
5.20b). As bolsas de ligação secundária com menos preferên- 
cia estrita pelas cadeias laterais específicas também podem 
modificar a afinidade do complexo peptídio-MHC, enquanto 
as “não bolsas” também podem afetar as preferências por 
determinadas sequências peptídicas, especialmente quando o 
impedimento estérico torna-se importante. Infelizmente, não 
podemos estabelecer essas preferências para cada molécula 
dentro de determinado peptídio. Isso ocorre porque, embora 
o comprimento da fenda da molécula da classe II seja seme- 
lhante ao da molécula da classe I, a estrutura aberta da fenda 
da classe II não impõe restrições ao comprimento do ligante. 
Por essa razão, o peptídio pode ficar pendurado frouxamente 
por cada extremidade da fenda, algo muito diferente da 
“camisa de força” do sítio de acoplamento dos ligantes às 
moléculas da classe I (Figuras 5.19 e 5.20). Desse modo, 
conforme mencionado, cada molécula da classe I liga-se a um 
conjunto de peptídios com comprimentos variáveis de 8 a 30 
aminoácidos, e as análises desses ligantes naturais isolados do 
MHC não conseguiriam estabelecer quais cadeias laterais de 
aminoácidos estavam ligadas preferencialmente aos nove 
sítios disponíveis dentro da fenda. Uma abordagem para 
resolver esse problema é estudar a ligação das moléculas solú- 
veis da classe II aos repertórios muito amplos de não peptídios 
com sequências randômicas expressos na superfície dos bac- 
teriófagos (veja os repertórios combinatórios dos fagos, 
p- 152). Aos poucos, estabelece-se o conceito de que cada 
aminoácido de um peptídio contribui independentemente dos 
outros para a força total de ligação, e deve ser possível com- 
putar quantitativamente cada contribuição a partir desses 
dados de ligação randômica; desse modo, por fim, poderíamos 
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Figura 5.20 Bolsões alelo-específicos das fendas de ligação 
do MHC ligam-se às moléculas das posições-âncoras 
principais dos ligantes peptídicos. Corte transversal ao longo 
do eixo longitudinal da fenda do MHC. As duas hélices a que 
formam as paredes laterais da fenda estão situadas 
horizontalmente acima e abaixo do plano do papel. (a) A fenda 
da molécula da classe | é fechada nas duas extremidades. A 
âncora na terminação carboxílica é invariável, mas a segunda 
âncora (frequentemente em P2) também pode estar em outras 
posições, dependendo do alelo do MHC (veja a Tabela 5.1). (b) 
Por outro lado, a fenda da molécula da classe Il é aberta nas 
duas extremidades e não delimita o comprimento do peptídio. 
Em geral, há três ou quatro bolsões-âncoras principais (p. ex., 
P1 dominante para o HLA-DR1 e P4 dominante para o 
HLA-DR3). 


prever quais sequências de determinado antígeno proteico 
poderiam ligar-se a determinado alelo do MHC classe II. 
Em razão da natureza acessível da fenda à medida que a 
molécula original é desdobrada e reduzida, mas antes que 
precise ocorrer qualquer decomposição, os epítopos de alta 
afinidade poderiam esconder-se imediatamente dentro da 
fenda de ligação da molécula da classe II, onde estariam pro- 
tegidos da proteólise interna. Ao menos no caso da molécula 
HLA-DRI, estudos demonstraram que a ligação dos peptídios 
acarreta a transição de uma conformação mais aberta para outra 
com estrutura mais compacta estendendo-se ao longo de toda 
a fenda de ligação dos peptídios. Em seguida, o “desbaste” das 
extremidades N e C-terminais do peptídio pode ocorrer depois 
da sua ligação ao MHC. Vários fatores afetam a concentração 
relativa do complexo peptidio- MHC formado: a afinidade pela 
fenda, que é determinada pela adaptação das âncoras; a facili- 
tação ou o impedimento pelas moléculas internas (sequências 
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fora das moléculas de ligação têm pouco ou nenhum efeito na 
especificidade de ligação dos peptídios); sensibilidade às pro- 
teases e à redução dissulfidrica; e competição distal com os 
determinantes de maior afinidade. 

A faixa de concentração resultante dos diferentes comple- 
xos peptídicos estabelece uma hierarquia de epítopos no que 
se refere à sua capacidade de interagir com as células T; o mais 
eficaz é o dominante, enquanto o menos eficaz é o sub- 
dominante. Os epítopos próprios dominantes e, presumi- 
velmente, também subdominantes geralmente induzem 
tolerância durante a ontogenia dos linfócitos T no timo (veja 
a p. 297). Os complexos com alguns peptídios próprios em 
quantidades relativamente pequenas não causam tolerância 
aos seus correspondentes das células T, e esses linfócitos autor- 
reativos são uma ameaça constante de autoimunidade 
potencial. Esses são os epítopos crípticos, que estão descritos 
com sua relação potencial com as doenças autoimunes no 


Capítulo 18. 


O receptor da célula T aß forma um 
complexo ternário com o MHC e o 
peptídio antigênico 


Quando as preparações de TCR solúveis produzidas utili- 
zando-se a tecnologia do DNA recombinante são imobili- 
zadas em um chip sensor, elas podem ligar-se especificamente 
ao complexo peptidio-MHC com afinidades (K,) muito 
baixas, na faixa de 10‘ a 107 M”. Essa afinidade baixa e o 
número relativamente pequeno de contatos atômicos esta- 
belecidos entre os TCR e seus ligantes de MHC-peptídio 
quando a célula T entra em contato com sua célula-alvo 
tornam praticamente desprezível a contribuição do reconhe- 
cimento pelo TCR para a energia de ligação dessa interação 
celular. O estímulo de atração depende dos pares de molé- 
culas de adesão principal independente dos antígenos, tais 
como LFA-1/ICAM-1 e CD2/LFA-3, que são recrutadas 
para a sinapse imune (veja a Figura 8.12); contudo, qual- 
quer ativação subsequente da célula T pelo complexo MHC- 
antígeno peptídico deve incluir a sinalização pelo receptor 
dessa célula. 


Topologia do complexo ternário 


Dentre as três regiões determinantes de complementaridade 
existentes em cada cadeia do TCR, CDR1 e CDR2 são muito 
menos variáveis que a CDR3 que, assim como ocorre com 
seu correspondente na imunoglobulina, tem sequências (D)J 
resultantes de uma multiplicidade de mecanismos combina- 
tórios e inserções de nucleotídios (veja a p. 90). Como os 
elementos do MHC de determinado indivíduo são invariá- 
veis, embora seja esperada grande variabilidade dos peptídios 
antigênicos, um modelo lógico teria a CDR1 e a CDR2 de 
cada cadeia do TCR em contato com as hélices a do MHC, 
enquanto a CDR3 estaria envolvia com a ligação ao peptídio. 
De acordo com essa hipótese, vários estudos demonstra- 
ram que as células T reconhecem pequenas variações de um 
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Figura 5.21 Sítio de combinação do 
antigeno com o receptor da célula T. 
Embora a superficie seja relativamente 
plana, ha um espago entre a CDR3a e a 
CDR3B, que pode acomodar uma cadeia 
lateral voltada para cima na parte central 
do peptidio encaixado na fenda de uma 
molécula do MHC. Os limites da superficie 
e das alças da Va. da CDR1 e da CDR2 
estão coloridos em lilás, da VB da CDR1 e 
da CDR2, em azul, da Va CDR3 e VB 
CDR3, em amarelo, e da VB da quarta 
região hipervariável (que estabelece 
contato com alguns superantígenos), em 
laranja. (Reproduzida de Garcia K.C. et al. 
(1996) Science 274, 209-219, com 
permissão.) 


Figura 5.22 Complementaridade entre o 
complexo MHC-peptídio e o receptor da 
célula T. (a) Estrutura colunar de um 
receptor de célula T (TCR) para 
reconhecimento de um peptídio 
apresentado pela molécula H-2Kº do MHC 
classe |. O TCR está na metade superior 
da ilustração, com a cadeia a em rosa e 
sua CDR1 colorida na cor lilás, a CDR2, 
em roxo, e a CDR3, em amarelo. A cadeia 
está em azul-claro com sua CDR1 em 
azul, a CDR2, em azul-marinho, a CDR3, 
em verde, e a quarta região hipervariável, 
em laranja. Abaixo do TCR está a cadeia a 
do MHC em verde e a B;-microglobulina 
em verde-escuro. O peptídio com suas 
cadeias laterais nas posições P1, P4 e P8 
está colorido em amarelo. (Reproduzida 
de Garcia K.C. et al. (1998) Science 279, 
1166-1172, com permissão.) (b) O mesmo 
complexo visto de baixo em uma 
representação da superfície molecular da 
H-2Kº em amarelo com o modo de 
acoplamento diagonal do TCR em uma 
estrutura vermiforme colorida em rosa. O 
peptídio dEV8 está representado no 
formato de taco e bola. (c). Por outro lado, 
agora vemos o modo de acoplamento 
ortogonal de um TCR reconhecendo um 
peptídio apresentado pelo MHC classe II. 
A representação da estrutura vermiforme 
do TCR (scD10) demonstra Va em verde e 
VB em azul, enquanto a representação da 
superficie molecular da |-A* da classe II 
tem a cadeia a em verde-claro e a cadeia 
B em laranja, retendo seu peptídio 
derivado da conalbumina. (Reproduzida 
de Reinherz E.L. et al. (1999) Science 286, 
1913-1921, com permissão.) 


peptidio, embora determinado elemento de restrição do 
MHC varie apenas quanto às regiões hipervariáveis da sua 
CDR3. 

Os sítios de combinação dos TCR que foram cristaliza- 
dos até hoje são relativamente planos (Figura 5.21), o que 
seria esperado tendo em vista a necessidade de complemen- 
taridade com a superficie ligeiramente ondulada do com- 
plexo peptidio-MHC (Figura 5.22a). Na maioria das 
estruturas definidas até hoje, o reconhecimento envolve a 
deposição do TCR em um plano diagonal ou ortogonal 
(Figura 5.22b,c) ao complexo peptídio-MHC, com a CDRI 
e a CDR2 Va do TCR sobrepondo-se à hélice B, da molé- 
cula do MHC classe II ou à hélice a, da molécula da classe 
I, enquanto a CDRI e a CDR2 VB sobrepõe-se à hélice a; 
do MHC classe I ou II (Figura 5.23). As regiões CDR3 mais 
variáveis estabelecem contato com o peptídio, enfatizando 
principalmente as moléculas intermediárias (P4 a P6). 
Existem evidências sugestivas de que o TCR ligue-se inicial- 
mente ao MHC por um mecanismo praticamente indepen- 
dente do peptídio e, seguida, sofra alterações de conformação, 
principalmente nas alças de reconhecimento peptídico da 
CDR3 do TCR, de modo a permitir o contato ideal com o 
peptídio. A ativação por meio do complexo TCR-CD3 é 
possível se essas adaptações permitirem uma ligação multi- 
mérica mais estável. 


Células T com “aparência” diferente 


As moléculas não clássicas da classe | também 
podem apresentar antígenos 


Moléculas semelhantes ao MHC classe | 


Além das moléculas altamente polimórficas do MHC classe 
I clássicas (HLA-A, HLA-B e HLA-C nos seres humanos e 
H-2K, H-2D e H-2L nos camundongos), existem outros loci 
que codificam moléculas do MHC contendo B;-microglobu- 
lina com cadeias pesadas relativamente não polimórficas. 
Essas moléculas são H-2M, H-2Q e H-2T nos camundongos 
e HLA-E, HLA-F e HLA-G no Homo sapiens. 

A molécula H-2M3 codificada pelo locus H-2M é singular 
porque sua fenda de ligação aos peptídios tem muitos ami- 
noácidos apolares destinados a facilitar a ligação da molécula 
hidrofóbica de N-formilmetionina dos peptídios derivados 
das proteínas bacterianas, que, desse modo, podem ser apre- 
sentados às células T. A expressão da H-2M3 é limitada pela 
disponibilidade desses peptídios, de modo que os níveis altos 
ocorrem apenas durante as infecções das células procarióticas. 
A demonstração das células T af CD8* restritas à H-2M3 e 
específicas para Listeria monocytogenes reforçou a hipótese de 
que essa molécula semelhante à classe I poderia desempenhar 
alguma função fisiológica na infecção. No Capítulo 16, há 
uma descrição do papel da expressão do HLA-G no citotro- 
foblasto extraviloso humano (veja a p. 455). 
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a1 do MHC 


p1 ou a2 do MHC 


Figura 5.23 Reconhecimento pela CDR3 do TCR de um 
peptídio apresentado pelo MHC. (a) Contatos entre as alças 
CDR1-3 das cadeias a e B de um receptor da célula T (TCR) e a 
superfície ocupada do MHC por um peptídio. O exemplo 
ilustrado nesta figura é de um TCR de camundongo ligado à H2 
I-A? e apresentando um peptídio 13-mer. A região a1 do MHC 
aparece em azul-claro, a região B1 ou «2 do MHC, em lilás, e o 
peptídio, em amarelo. As alças CDR das cadeias a e B do TCR 
estão indicadas (a1 é CDR1 da cadeia a e assim por diante). 
(b) Perspectiva em elevação das interações. (Reproduzida de 
Marrack P et al. (2008) Annual Review of Immunology 26, 
171-203, com permissão.) 


A familia de moléculas CD1 semelhantes, mas 
que não pertencem ao MHC classe I, apresenta 
antígenos lipídicos 


Depois das moléculas do MHC classes I e II, a família CDI 
(veja a p. 110) constitui uma terceira linhagem de moléculas 
apresentadoras de antígenos que são reconhecidas pelos lin- 
fócitos T. Assim como ocorre com a cadeia pesada da molé- 
cula do MHC classe I, a cadeia polipeptídica da CD1 
combina-se com a B;-microglobulina, e, na verdade, a estru- 
tura geral é semelhante à das moléculas clássicas da classe I, 
embora a topologia da fenda de ligação seja diferente (veja a 
Figura 4.27). 


138 Fundamentos de Imunologia 


OH 
HO OH 
os O pé OH | CDib-Pidinas 
Po 
Q 
o o 


Fosfatidilinositol 


Figura 5.24 Apresentação de antígenos pela CD1. Nesse 
exemplo, a ligação do fosfatidilinositol (Ptdinas) à CD1b está 
ilustrada com a bolsa de ligação representada em uma visão de 
cima, como se olhássemos diretamente para dentro da fenda. 
As estruturas alifáticas estão ilustradas em verde, o átomo de 
fósforo, em azul, e os átomos de oxigênio, em vermelho. 
(Reproduzida, com permissão, de Hava D.L. et al. (2005) 
Current Opinion in Immunology 17, 88-94.) 


As moléculas CD1 podem apresentar grande variedade 
de antígenos lipidicos, glicolipidicos e lipopeptidicos e 
até mesmo algumas moléculas orgânicas pequenas às células 
T af e 75 clonalmente diversas e, no caso da CD1d, 
também às células NKT (veja adiante). Uma molécula 
estrutural comum facilita a apresentação dos antígenos 
mediada pela CD1 e inclui uma região hidrofóbica de uma 
cadeia acila dupla ou ramificada e uma região hidrofilica 
formada pelos grupos polares ou carregados do lipídio e/ou 
do seu carboidrato ou peptídio associado. As regiões hidro- 
fóbicas ficam mergulhadas profundamente na fenda de 
ligação da CD1, enquanto as regiões hidrofílicas (como as 
moléculas de carboidrato) são reconhecidas pelo TCR 
(Figura 5.24). Nessa estrutura cristalina definida, o TCR 
aß reconhece a CDld com a-galactosilceramida aco- 
plando-se em paralelo ao complexo (Figura 5.25). Isso é 
muito diferente da ligação diagonal ou ortogonal observada 
geralmente no reconhecimento do complexo peptídio- 
-MHC pelo TCR af (Figura 5.26). 

Os ligantes da CD1a incluem o esfingolipídio sulfatida e 
os micopeptídios como a didesidroximicobactina do Myco- 
bacterium tuberculosis; no caso da CD1b, os ligantes são o 
ácido micótico e os carboidratos como o componente lipoa- 
rabinomano da parede da célula da micobactéria; o ligante da 
CD1c é o manosil-1-fosfodolicol da micobactéria. Os possí- 
veis ligantes microbianos da CD1d ainda não estão definidos, 
mas se sabe que a at-galactosilceramida das esponjas marinhas 
é um estimulador muito potente das células NKT invariáveis 


Figura 5.25 Reconhecimento pelo receptor da célula T 
(TCR) de um antígeno apresentado pela CD1d. 
Reconhecimento pelo TCR af da a-galactosilceramida 
apresentada pela CD1d. A figura ilustra as regiões a1 (em 
azul-claro) e a2 (em rosa) da CD1d e o glicolipídio (amarelo) 
juntos com as alças CDR das cadeias a e B do TCR. Observe 
que a ligação do TCR ocorre na direção de uma extremidade 
da molécula CDid. Como o componente lipídico do antígeno 
está escondido dentro da molécula CD1d, o reconhecimento 
da a-galactosilceramida pelo TCR envolve apenas a ponta de 
glicosila saliente. A CDR1 da cadeia a do TCR (a1) interage 
apenas com o antígeno, enquanto a CDR3 da cadeia a (a3) 
interage com o antígeno e com a CDid. O reconhecimento do 
antígeno não envolve a cadeia B do TCR, cujas CDR2 (p2) e 
CDR3 (83) ligam-se à CD1d. Nessa estrutura cristalina 
definida, a CDR2 da cadeia a (a2) e a CDR1 da cadeia B (B1) 
não participam da ligação ao complexo antigeno-CD1d. 
(Reproduzida de Marrack P et al. (2008) Annual Review of 
Immunology 26, 171-203, com permissão.) 


(iNKT, veja adiante), quando é apresentada por essa molé- 
cula. O quinto membro da família (CD1e) parece estar envol- 
vido no processamento dos glicolipídios antes de sua 
apresentação por outros membros da família CD1. Os lipí- 
dios endógenos e exógenos podem ser apresentados pela CD1 
e, assim como ocorre com as moléculas do MHC classe I, a 
cadeia pesada da CD1 forma complexos inicialmente com a 
calnexina do retículo endoplasmático e, em seguida, é subs- 
tituída pela calreticulina. A seguir, a proteína Erp57 é recru- 
tada para o complexo. A dissociação subsequente do complexo 
permite a ligação da B;-microglobulina e, em uma etapa 
envolvendo a proteína de transferência de triglicerídios 
microssômicos (MTP, do inglês, microsomal triglyceride-trans- 
fer protein), a inserção dos antígenos lipídicos endógenos na 
região de ligação de antígenos da CD1. Assim como ocorre 
com seus correspondentes proteináceos, os antígenos lipídicos 
e glicolipídicos exógenos são liberados no compartimento 
endossômico ácido. A localização das moléculas CD1b, c e d 
na via endocítica é mediada por uma sequência direcionadora 
citosólica à base de tirosina presente na extremidade citoplas- 
mática. A CDla, que não possui essa sequência direciona- 


Figura 5.26 Comparação dos processos 
de reconhecimento de CD1d-lipidio e 
MHC-peptidio pelo TCR. (a) A cadeia a 
(em amarelo) e a cadeia B (em azul) do 
receptor da célula T (TCR) ligam-se à 
a-galactosilceramida (lilás) apresentada 
pela CD1d (verde). (b) A cadeia a (roxo) 
e a cadeia B (azul-claro) do TCR ligam-se 
ao MHC (cinza) e ao peptídio (vermelho). 
(c) Modo de acoplamento paralelo com o 
TCR (CDR1a, amarelo; CDR2a, verde; 
CDR3, azul-claro, CDR1B, vermelho; 
CDR2§, laranja; CDR2B, azul) para 
reconhecimento da a-galactosilceramida 
(vermelho) apresentada pela CD1d 
(hélices a, verde-claro). (d) Modo de 
acoplamento diagonal de um TCR tipico 
(algas CDR com as mesmas cores de (c)) 
com o complexo peptidio-MHC. Em (c) e 
(d), o centro da massa entre os domínios 
Va e VB está indicado pela linha negra. 
(Reproduzida de Borg N.A. et al. (2007) 
Nature 448, 44-49, com permissão.) 


(o) 


Hélice a1 


dora, trafega pelos endossomos iniciais em reciclagem. Os 
seres humanos e os camundongos com deficiência de prosa- 
posina — uma molécula precursora das proteínas ativadoras 
dos esfingolipídios (SAP, do inglês, sphingolipid activator pro- 
teins) conhecidas como saposinas A-D — não conseguem 
realizar a apresentação de antígenos lipídicos às células T. 
Várias linhas de evidência indicam que essas moléculas estejam 
envolvidas na transferência dos antígenos lipídicos à CD1 dos 
endossomos. 


Algumas células T têm marcadores NK 


As células NKT têm o marcador NK1.1, que é típico das células 
NK, bem como um receptor de célula T. Existem duas popu- 
lações — uma com TCR diferentes e outra conhecida como 
células NKT invariáveis (células iNKT). Nessa última popula- 
ção, o TCR tem uma cadeia à invariável (Va.24Ja 18 nos seres 
humanos; Vo.14Jo.18 nos camundongos) sem quaisquer modi- 
ficações da região N e um repertório extremamente limitado de 
cadeias B baseadas em VB11 nos seres humanos e VB8.2, VB7 
e VB2 nos camundongos. Esses receptores reconhecem antíge- 
nos lipídicos como at-galactosilceramida e isoglobosídios apre- 
sentados pela CD1d e são componentes importantes do 
compartimento de células T, representando 20% a 30% dos 
linfócitos T da medula óssea e do fígado dos camundongos e 
até 1% das células esplênicas. Com sua ativação, as células NKT 
secretam rapidamente Il-4 e IFNy e, desse modo, podem estar 
envolvidas na estimulação de muitos tipos celulares, inclusive 
células dendríticas, células NK e linfócitos B. 
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(a) 


Hélice a2 


Os TCR yô têm algumas características 
de anticorpo 


Ao contrário das células T aß, as células T y reconhecem 
antígenos diretamente, sem necessidade de que eles sejam 
previamente processados. Nos camundongos, pesquisadores 
isolaram células T y5 que reconhecem diretamente a molé- 
cula I-E* do MHC classe I e as moléculas do MHC não 
clássicas como T10 e T22. Nenhuma das moléculas poli- 
mórficas associadas à ligação dos peptídios às moléculas do 
MHC clássico nem ao próprio peptídio participa desse pro- 
cesso. O T10 e o T22 são expressos pelas células T aß depois 
da sua ativação, e por essa razão alguns autores sugeriram 
que as células T y específicas para essas moléculas do MHC 
não clássico possam desempenhar um papel regulador. As 
células sob estresse ou danificadas parecem ser ativadores 
potentes dos linfócitos T yô, e algumas proteínas do choque 
térmico (p. ex., hsp60) podem atuar como estimuladores 
dessas células. Os antígenos não proteináceos de baixo 
peso molecular contendo fosfato, tais como pirofosfato de 
isopentenila e etilfosfato presentes em diversas células 
microbianas e dos mamíferos, também foram identificados 
como estimuladores potentes. 

A evidência quanto ao reconhecimento direto dos antíge- 
nos pelas células T yô provém de experiências como as que 
utilizaram um clone de células T yô específico para a glico- 
proteina-1 do herpes-vírus simples. Esse clone poderia ser 
estimulado pela proteína original ligada ao plástico, sugerindo 
que as células sejam estimuladas pela ligação cruzada dos 
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seus receptores pelo antigeno que elas reconhecem em 
estado natural intacto, assim como ocorre com os anticorpos. 
Existem evidências estruturais em favor dessa hipótese. As 
alças CDR3, que são essenciais ao reconhecimento dos antí- 
genos estranhos pelas células T e pelos anticorpos, têm com- 
primentos comparáveis e são relativamente limitadas com 
respeito às dimensões das cadeias a e B do TCR af; isso 
reflete a constância relativa das dimensões dos complexos 
peptídio-MHC aos quais se ligam. As regiões CDR3 das 
cadeias leves das imunoglobulinas são curtas e também apre- 
sentam limitações de comprimento, mas as cadeias pesadas 
são mais longas em média e mais variáveis em comprimento, 
talvez porque precisem reconhecer uma faixa ampla de epíto- 
pos. Surpreendentemente, os TCR yô assemelham-se aos 
anticorpos porque as alças CDR3 da cadeia y são curtas e têm 
pouca variação de comprimento, enquanto a cadeia à é longa 
e têm ampla variação de comprimento. Desse modo, nesse 
aspecto, o TCR 6 assemelha-se ao anticorpo mais que o 
TCR af. A estrutura de um TCR yô acoplado ao seu ligante 
(a molécula T22 do MHC não clássico citada anteriormente) 
foi definida por cristalografia com raios X. Nesse exemplo, a 
alça CDR3 ampliada da cadeia ô, principalmente o segmento 
Dô2 codificado por uma sequência não mutante (da linha- 
gem germinativa), medeia a maior parte da ligação, com 
contribuições menores também fornecidas pela CDR3 da 
cadeia y. Embora as determinações estruturais de outros com- 
plexos antígeno-TCR yö possam determinar se esse tipo de 
interação é aplicável aos outros TCR y, a ampla distribuição 
de comprimentos das diferenças alças CDR3 Vô sugere que 
os TCR yò geralmente tenham sítios de ligação topografica- 
mente mais ousados que os TCR das células T af, desse 
modo facilitando a interação dos linfócitos T yô com antige- 
nos intactos em vez de processados. 

Um subgrupo especial de células T yô, que possui uma 
gama diferente de TCR que utilizam diferentes segmentos dos 
genes D e J, mas sempre usam os mesmos segmentos do gene 
V(Vy9 e Vô2), pode expandir-se in vivo de modo a constituir 
uma parcela expressiva (até 50%) de todas as células T do 
sangue periférico durante diversas infecções. Essas células T 
Vy9Vô2 reconhecem alquilaminas e organofosforados. Na 
verdade, cada célula T Vy9V82 pode reconhecer tanto alqui- 
laminas carregadas positivamente quanto moléculas carrega- 
das negativamente (p. ex., etilfosfato). Entretanto, isso seria 
fácil para o receptor, tendo em vista as dimensões exíguas 
desses antígenos (semelhantes aos haptenos). Alguns antíge- 
nos do grupo das alquilaminas são produzidos por patógenos 
que causam doenças nos seres humanos, incluindo Salmonella 
thyphimurium, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e 
Escherichia coli. 

As caracteristicas descritas anteriormente conferem as 
células T y uma função diferente e complementar à que é 
exercida pela população af e permite que elas atuem no 
reconhecimento direto dos patógenos microbianos e das 
células do hospedeiro sob estresse ou danificadas. 


Curiosamente, as células T yò ativadas podem expressar as 


moléculas do MHC classe II clássicas e as moléculas coesti- 
muladoras CD80/CD86 e, desse modo, atuam como células 
apresentadoras de antígenos profissionais para a ativação dos 
linfócitos T ap. Além disso, essas células são capazes de faci- 
litar indiretamente a apresentação dos antígenos, porque a 
secreção de TNFa por essas células estimula a expressão das 
moléculas da classe II e do complexo CD80/CD86 pelas 
células dendríticas em repouso. 


Os superantígenos estimulam famílias 
inteiras de receptores dos linfócitos 


As toxinas bacterianas constituem um grupo 
importante de superantígenos para as células T 


Enquanto um peptídio específico combinado com o MHC 
reage com as células T específicas para esse antígeno, que 
representam uma porcentagem relativamente pequena do 
pool de células T, tendo em vista a necessidade de ligação 
específica a determinadas regiões da CDR3, pesquisadores 
definiram uma classe especial de moléculas que estimulam 
5% a 20% da população total de células T que expressam a 
mesma estrutura da família dos TCR VB. Essas moléculas 
conseguem isso independentemente da especificidade do 
receptor para o antígeno e são conhecidas como superantí- 
genos; elas não precisam ser processadas pela célula apre- 
sentadora de antígeno e, em vez disso, estabelecem ligações 
cruzadas com a classe II e a VB, independentemente da 
interação direta entre as moléculas do MHC e do TCR 
(Figura 5.27). 

Os superantígenos da família da toxina pirogênica 
podem causar intoxicação alimentar, vômitos e diarreia e 
incluem as enterotoxinas do Staphylococcus aureus (SEA, 
SEB e várias outras), a toxina-1 da síndrome do choque 
tóxico estafilocócico (TSST-1, do inglês, toxic shock syn- 
drome toxin-1), o superantígeno estreptocócico (SSA, do 
inglês, streptococcal superantigen) e várias exotoxinas pirogê- 
nicas estreptocócicas (SPE, do inglês, streptococcal pyogenic 
exotoxins). Embora todas essas moléculas tenham estruturas 
semelhantes, elas estimulam as células T com sequências VB 
diferentes. Essas moléculas são fortemente mitogênicas para 
esses linfócitos T em presença das células que expressam 
MHC classe II. A SEA é um dos mitógenos mais potentes 
conhecidos para células T e provoca proliferação acentuada 
na faixa de concentração de 10"? a 10° M. Como também 
ocorre com outros superantígenos, a SEA pode causar uma 
“tempestade de citocinas” envolvendo a liberação de quan- 
tidades abundantes de IL-2, IFNy, TNFa, TNFB (linfoto- 
xina) e outras citocinas, além dos leucotrienos dos mastócitos, 
que constituem a base de sua capacidade de produzir a 
síndrome do choque tóxico. Outros superantígenos que não 
pertencem à família das toxinas pirogênicas incluem as 
toxinas esfoliativas estafilocócicas (ET, do inglês, exfoliative 
toxins), o mitógeno do Mycoplasma arthritidis (MAM) e o 
mitógeno da Yersinia pseudotuberculosis (YPM). 


Figura 5.27 Interação do superantigeno com o MHC e o TCR. 
Nesse modelo complexo, a interação com o superantígeno 
conhecido como enterotoxina estafilocócica B (SEB) envolve o 
encravamento da própria toxina entre a cadeia Vp do receptor da 
célula T (TCR) e o peptídio da fenda e entre a cadeia B do TCR e 
o MHC. Desse modo, o contato direto entre o TCR e o MHC 
limita-se às moléculas dos aminoácidos Va. (Reproduzida de Li 
H. et al. [1999] Annual Review of Immunology 17, 435-466, com 
permissão.) Outros superantígenos interrompem as interações 
diretas do TCR com o complexo peptídio-MHC em graus 
variáveis e, em alguns casos (p. ex., mitógeno do Mycoplasma 
arthritidis), não há qualquer contato direto entre o TCR e o 
complexo peptídio-MHC. 


Os retrovírus endógenos podem atuar 
como superantígenos 


Há muitos anos, Festenstein observou de modo minucioso que 
os linfócitos B de determinadas cepas de camundongos produ- 
ziam respostas proliferativas potentes em cerca de 20% das 
células T unprimed (não condicionadas) provenientes de outra 
cepa com MHC idêntico. O produto genético Mls responsável 
por desencadear essa proliferação é codificado pela estrutura de 
leitura aberta (ORE, do inglês, open reading frame) localizada 
na repetição terminal 3' longa dos vírus do tumor mamário de 
camundongos (MMTV, do inglês, mouse mammary tumor 
viruses). Esses microrganismos são retrovírus transmitidos 
como agentes infecciosos pelo leite e são específicos para as 
células B. Os vírus se combinam com o MHC classe II na 
membrana das células B e atuam como superantígenos com 
base em sua afinidade por determinadas famílias de TCR VB, 


algo semelhante ao que ocorre com as toxinas bacterianas. 
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Nos seres humanos, a infecção dos linfócitos B pelo EBV 
(vírus Epstein-Barr) transativa o gene env HERV-K18 de um 
superantígeno retroviral endógeno. A ativação policlonal das 
células T também pode ocorrer em resposta aos antígenos de 
outros virus diferentes dos retrovirus (p. ex., proteína do 
nucleocapsidio do virus da raiva). 


Os micróbios também podem produzir 
superantígenos para as células B 


A proteína A estafilocócica reage não apenas com a região Fcy 
da IgG, como também com 15% a 50% do F(ab’), da IgM, 
da IgA e da IgG policlonais, dentre as quais todas pertencem 
à familia V,3. Esse superantígeno é mitogênico para as células 
B em razão de seu reconhecimento por uma sequência de 
ligação descontínua formada pelos aminoácidos de FR1, 
CDR2 e FR3 do domínio Vy. A glicoproteína gp120 do vírus 
da imunodeficiência humana (HIV) também reage com as 
imunoglobulinas que utilizam membros da família V3. O 
sítio de ligação superpõe-se parcialmente ao da proteína A e 
utiliza os aminoácidos de FR1, CDR1, CDR2 e FR3. 


O reconhecimento dos diferentes tipos 
de antigeno pelas células B e T é 
vantajoso ao hospedeiro 


Em nossa opinião, este capítulo aborda um tema da maior 
importância, que é o epicentro da imunologia. 

Os anticorpos combatem os micróbios e seus produtos 
nos líquidos corporais extracelulares, onde estão presentes 
praticamente em suas formas naturais (Figura 5.284). 
Evidentemente, é vantajoso para o hospedeiro que o receptor 
da célula B reconheça epítopos das moléculas naturais. 

As células T aß desempenham uma função diferente. No 
caso dos linfócitos T citotóxicos e das células T que ativam os 
macrófagos infectados, eles precisam buscar e ligar-se às células 
infectadas e desempenhar suas funções efetoras em contato 
direto com o alvo. Primeiramente, no que se refere às proteínas 
produzidas pelos agentes infecciosos intracelulares, as molécu- 
las do MHC atuam como marcadores que dizem ao linfócito 
T efetor que ele está em contato com uma célula. Em segundo 
lugar, a célula T não quer atacar uma célula não infectada, em 
cuja superfície se encontra uma molécula microbiana natural 
simplesmente por acaso, nem desejaria ter seu alvo antigênico 
da superfície celular apropriada bloqueado por um excesso de 
anticorpo circulante. Desse modo, é vantajoso que a célula 
infectada expresse o antígeno microbiano em sua superfície em 
uma forma diferente da molécula natural. Para sermos bem 
claros, a solução evolucionária foi permitir que a célula T reco- 
nheça um peptídio processado derivado do antígeno intracelu- 
lar e conserve-o como um complexo ligado às moléculas de 
superfície do MHC. Em seguida, o receptor da célula T simples 
reconhece o marcador do MHC celular e o marcador peptí- 
dico de infecção em uma única etapa (Figura 5.28b). Tendo 
em vista que quase todas as células nucleadas podem ser infec- 


tadas por um ou outro vírus, é necessário que o marcador 
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celular do MHC classe I seja expresso por todas as células 
nucleadas do corpo, porque a ação destrutiva citotóxica depende 
do contato celular direto entre a célula T aß CD8* citotóxica 
e a célula-alvo (infectada) que expressa a molécula da classe I. 
Por outro lado, a função de ativar a maioria das células T 
auxiliares e reguladoras (que, como geralmente atuam secre- 
tando citocinas, não precisam estar em contato direto com as 


Reconhecimento pelo anticorpo 

m Os anticorpos reconhecem formatos moleculares 
(epítopos) dos antígenos. 

E A maioria dos epítopos proteicos é descontínua e 
inclui moléculas fundamentais de diferentes partes 
da sequência linear da proteína, embora alguns 
sejam contínuos e possam ser reproduzidos pelos 
peptídios lineares. 

m O sítio de ligação do anticorpo forma uma 
superfície complementar ao epítopo do antígeno e 
consiste basicamente nas CDR do anticorpo. 

m Os sítios de ligação do anticorpo têm muitos 
formatos e dimensões; os anticorpos contra 
proteínas tendem a ter superfícies de 
reconhecimento mais amplas que os anticorpos 
dirigidos contra carboidratos ou peptídios, que 
mostram mais tendência a conter fendas ou 
bolsas. 

m Em alguns casos, o anticorpo e o antígeno podem 
sofrer alterações localizadas de conformação para 
facilitar sua interação. 


Estimulação da síntese de anticorpos 

E A antigenicidade (capacidade de um antígeno ser 
reconhecido por anticorpos) pode ser diferenciada 
de imunogenicidade (capacidade de um antígeno 


Figura 5.28 Diferença fundamental entre o reconhecimento 
de um antígeno por anticorpo e pelo receptor da célula T aß 
(TCR). (a) Os anticorpos são produzidos contra a forma natural 
(não desnaturada) dos agentes infecciosos que invadiram os 
líquidos extracelulares. (b) As células T efetoras reconhecem as 
células infectadas por dois marcadores de superfície: o MHC é 
um sinal para a célula e o peptídio estranho é encontrado na 
fenda da molécula do MHC porque se originou das proteínas de 
um agente infeccioso intracelular. Outros sinais presentes na 
superfície da célula microbiana podem ser gerados pelos 
antígenos intactos e pelos antígenos de baixo peso molecular 
contendo fosfato (detectados pelas células T y8) e lipídios e 
glicolipídios apresentados pelas moléculas CD1. 


células nas quais atuam) pode ser desempenhada pelas células 
apresentadoras de antígenos profissionais que, além de expres- 
sar moléculas da classe I, também expressam moléculas do 
MHC classe II necessárias à apresentação dos peptidios a esses 
linfócitos T aß CD4”. 

Uma situação semelhante ocorre quando as moléculas 
CDI substituem o MHC na apresentação de antígenos às 
células T, neste caso por sua combinação com lipídios e gli- 
colipídios microbianos processados. A função fisiológica das 
células T y5 ainda não foi totalmente esclarecida. 


[imunógeno] estimular a síntese de anticorpos 
quando é usado para imunizar um animal). 

E As moléculas pequenas conhecidas como 
haptenos estimulam a síntese de anticorpos 
apenas quando estão ligadas a uma molécula 
carreadora proteica. 

E Alguns epítopos, geralmente os que estão mais 
acessíveis na superfície da proteína (p. ex., alças), 
desencadeiam respostas humorais (anticorpos) 
muito mais intensas que outros. 

m Muitos vírus (como o vírus influenza e o HIV) 
utilizam a tendência da resposta humoral 
(anticorpos) de focalizar os epítopos 
imunodominantes para “escapar” do controle 
pelos anticorpos. 


Termodinâmica da interação antígeno-anticorpo 

E A interação antígeno-anticorpo é reversível e está 
sujeita às leis da termodinâmica. 

E A tendência de o anticorpo interagir com o 
antígeno é determinada por uma constante de 
ligação (K,) e pela energia disponível para a 
interação (5G). 

E A maioria dos anticorpos fisiologicamente ativos 
tem constantes de ligação na ordem de 10°/M 
(“ligadores nM”). 


E A energética da interação antigeno-anticorpo é 
dominada por algumas interações produtivas. 

E A polivalência consegue aumentar 
expressivamente a afinidade dos anticorpos 
funcionais e tem consequências fisiológicas 
significativas (p. ex., inativação de uma toxina). 

m Os anticorpos fisiologicamente ativos de alta 
afinidade geralmente têm afinidades muito 
menores pelos antígenos diferentes do antígeno- 
alvo (i. e., têm pouca reatividade cruzada). 


Reconhecimento pela célula T 

E As células T ap “enxergam” antígenos associados 
às moléculas do MHC. 

m As células T estão restritas ao haplótipo da célula 
à qual foram expostas inicialmente. 

E Os antígenos proteicos são processados pelas 
células apresentadoras de antígenos para formar 
peptídios lineares pequenos, que se combinam 
com as moléculas do MHC ligando-se à fenda 
central formada pelas hélices a e pela base da 
lâmina B. 


Processamento do antígeno para apresentação 

pelas moléculas do MHC classe | 

m Os antígenos citosólicos endógenos (p. €x., 
proteínas virais) são clivados pelos 
imunoproteassomos e os peptidios formados 
desse modo são transportados ao RE pelo 
sistema TAP1/2. 

m Em seguida, o peptidio desprende-se do TAP1/2 e 
forma um heterotrímero estável com a cadeia 
pesada do MHC classe | recém-sintetizada e com 
a B.-microglobulina. 

m Por fim, esse complexo peptídio-MHC é 
transportado à superfície para ser apresentado às 
células T citotóxicas. 


Processamento do antígeno para apresentação 

pelas moléculas do MHC classe Il 

E As cadeias a e B da molécula da classe Il são 
sintetizadas no RE e formam complexos com a 
cadeia invariável (li) ligada à membrana. 

E Isso facilita o transporte das vesículas que contêm 
moléculas da classe II através do complexo de 
Golgi e as direciona para um endossomo final 
ácido, que contém a proteína exógena englobada 
pela célula por endocitose ou fagocitose. 

E A decomposição proteolítica da li nos 
compartimentos enriquecidos com moléculas da 
classe II (MIIC) resulta em um peptídio conhecido 
como CLIP que protege a fenda do MHC. 
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E O processamento pelas proteases do endossomo 
decompõe o antígeno em peptídios, que 
substituem o CLIP 

m Em seguida, o complexo peptidio-MHC classe II 
aparece na superfície da célula para ser 
apresentado aos linfócitos T auxiliares. 


Apresentação cruzada 

E Os antígenos exógenos também podem ser 
apresentados pelas moléculas do MHC classe Il 
das células dendríticas por um mecanismo 
pós-endocítico envolvendo a transferência ao 
citosol pelos canais formados pelo complexo 
multimolecular Sec61 e, em seguida, pelo 
processamento convencional nos proteassomos. 

E Por outro lado, a autofagia consegue transferir 
proteínas e peptídios citosólicos para o MIIC para 
apresentação subsequente pelas moléculas da 
classe Il. 


A natureza do peptídio 

E Os peptídios da classe | são mantidos em uma 
conformação estendida dentro da fenda da 
molécula do MHC. 

m Em geral, esses peptídios têm 8 a 10 moléculas de 
comprimento e têm duas ou três âncoras 
essenciais, ou seja, moléculas relativamente 
invariáveis que se ligam aos bolsões alelo- 
específicos do MHC. 

E Os peptídios da classe Il têm 8 a 30 moléculas de 
comprimento, estendem-se além da fenda e 
geralmente têm três a quatro moléculas-âncoras. 

E As moléculas de aminoácidos maiores do peptídio 
são altamente variáveis e são reconhecidas pelo 
receptor da célula T. 


Complexo entre TCR, MHC e peptídio 

E A primeira e a segunda região hipervariável (CDR1 
e CDR2) de cada cadeia do TCR entram em 
contato principalmente com as hélices a do MHC, 
enquanto as CDR3 (que são mais variáveis) 
interagem com o peptídio antigênico. 


Algumas células T são independentes das 

moléculas do MHC clássico 

E As moléculas semelhantes às do MHC classe | 
(tais como a H-2M murina) são relativamente 
constantes e podem apresentar antígenos como 
os peptídios N-formilmetionina bacterianos. 

E A família CD1 de moléculas semelhantes ao MHC 
classe | pode apresentar antígenos como lipídios e 
glicolipídios das micobactérias. 
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E As células T yô assemelham-se aos anticorpos 
porque reconhecem moléculas não 
processadas inteiras, como as moléculas não 
proteináceas de baixo peso molecular contendo 
fosfato. 


Superantígenos 

m Superantígenos são mitógenos potentes que 
estimulam subpopulações linfocitárias inteiras e 
compartilham do mesmo TCR Vp ou da mesma 
familia de imunoglobulina V,, independentemente 
da especificidade do antígeno. 

E As enterotoxinas do Staphylococcus aureus são 
superantígenos humanos potentes, que causam 
intoxicação alimentar e síndrome do choque 
tóxico. 

wm Os superantígenos das céluas T não são 
processados, mas estabelecem ligações 
cruzadas com as moléculas do MHC classe Il e 
o TCR VB, independentemente de sua interação 
direta. 


E Os vírus do tumor mamário dos camundongos são 
retrovírus de células B que atuam como 
superantígenos nessa espécie. 


O reconhecimento dos diferentes tipos de 

antígeno pelas células B e T é vantajoso 

E As células B reconhecem epítopos do antígeno 
natural; isto é importante porque os anticorpos 
reagem com o antígeno natural no líquido 
extracelular. 

E As células T citotóxicas precisam entrar em 
contato com as células infectadas e, de modo a 
evitar confusão entre os dois sistemas, a célula 
infectada emite seus sinais à célula T combinando 
a molécula do MHC classe | com o antígeno 
decomposto. 

E As células T auxiliares e reguladoras também 
reconhecem antígenos decompostos em peptídios, 
mas nesse caso o MHC envolvido é a molécula da 
classe Il presente apenas nas células 
apresentadoras de antígenos profissionais. 
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Para lembrar 


Agora que o leitor conhece bem todos os principais elementos dos sistemas 
imunes inato e adaptativo, é recomendável avaliar como é possível manipular 
esses elementos in vitro e in vivo, seja em busca de ampliar o conhecimento 
sobre a imunidade, seja para a elaboração de reagentes (basicamente com 
o emprego de anticorpos) que possam ser usados em uma imensidão de 
aplicações. Também é muito útil saber como os imunologistas desvendam o 
conhecimento que nós, com coragem, tentamos resumir nestas páginas. 
Esperamos que os métodos e as aplicações descritos neste capítulo 
expliquem, em termos práticos, como se mede a produção de citocinas por 
subgrupos de células T, a produção de anticorpos por células B, a apoptose 
induzida por células NK e assim por diante. 
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Introdução 


Este capítulo é organizado de modo a avançar das técnicas moleculares para as celulares e, depois, para o 
emprego de animais. A princípio, descreveremos como é possível produzir e purificar anticorpos, usá-los para 
purificar seu antígeno específico a partir de misturas complexas de antígenos, empregá-los na simulação 
funcional de ligantes naturais a fim de estimular a função celular ou, ao contrário, inibir funções específicas, 
além de muitas outras aplicações. Em seguida, atentaremos para uma série de variações sobre o tema do uso 
de anticorpos para detectar antígenos em células, tecidos, líquidos e suportes sólidos (como arranjos de 
proteínas) e investigaremos como é possível mapear as regiões distintas em um antígeno reconhecidas por 
anticorpos ou receptores das células T (i. e., seus epítopos específicos). A segunda metade do capítulo é 
dedicada a métodos celulares, empregados para avaliar a funcionalidade e as interações entre células do 
sistema imune. Explicaremos como é possível isolar células do sistema imune, identificar seu fenótipo, fazer 
sua avaliação funcional e manipulá-las geneticamente, tanto in vitro quanto in vivo. Depois, veremos alguns dos 
modelos animais usados com frequência por imunologistas e como é possível produzir animais modificados 


por engenharia genética. 


Muitos dos procedimentos expostos neste capítulo foram meticulosamente desenvolvidos e aperfeiçoados 
por várias gerações de imunologistas e variam de fáceis a muito complexos. Convém lembrar que, quando 
fazemos afirmações como “foi gerado um anticorpo”, o trabalho implicado costuma exigir muitos meses ou até 
anos. Do mesmo modo, enquanto bastam dois segundos para dizer “knockout do gene X no camundongo”, 
você pode ter certeza de que o procedimento ocupou alguém durante alguns anos. 


Produção programada de anticorpos 


Além de serem muito convenientes para a proteção do corpo 
contra agentes infecciosos nocivos, os anticorpos também são 
reagentes incrivelmente úteis e extraordinariamente especifi- 
cos para detecção e quantificação de outras proteínas e de 
muitas outras substâncias. Os anticorpos têm, literalmente, 
numerosas aplicações práticas, que abrangem a purificação de 
proteínas por meio de colunas de afinidade com anticorpos, 
a detecção de hormônios circulantes em amostras de sangue 
ou urina para diagnóstico clínico, a exploração da expressão 
e da localização subcelular de proteínas, a imunoterapia no 
câncer e o uso como antídotos em picadas de cobra e aranha. 
Na verdade, para o cientista pesquisador, é muito difícil ima- 
ginar um mundo sem anticorpos, pois essas moléculas são 
usadas dia a dia como sondas muito específicas e confiáveis 
para detecção de quase todas as proteínas existentes sob o sol, 
em um sem-número de contextos. Devemos agora atentar, 
em termos práticos, para o mecanismo de produção em labo- 
ratório dessas proteínas de maravilhosa adaptabilidade. 


Geração de anticorpos policlonais 


Embora seja possível produzir anticorpos contra quase todas 
as substâncias orgânicas, algumas moléculas incitam respostas 
de anticorpos com muito mais rapidez que outras. De modo 
geral, as proteínas são excelentes imunógenos (i. e., substân- 
cias que provocam resposta imune), embora quase sempre a 
resposta imune seja concentrada contra pequenas regiões da 
proteína (chamadas epítopos ou determinantes antigênicos) 
que abrangem cerca de cinco a oito aminoácidos. Como já 
comentamos (veja o Capítulo 5), epítopo é a estrutura mínima 


necessária para o reconhecimento por anticorpos, e uma 
molécula relativamente grande, como uma proteína, costuma 
conter muitos epítopos. Desse modo, a injeção do antígeno 
médio em um animal quase sempre induz a produção de uma 
mistura de anticorpos contra diferentes epítopos no antígeno. 
Também possível que alguns anticorpos nessa mistura sejam 
direcionados contra epítopos também existentes em outros 
antígenos. Diz-se que esses anticorpos apresentam reatividade 
cruzada contra o outro antígeno ao qual se ligam. As peque- 
nas moléculas orgânicas costumam ser imunógenos insatisfa- 
tórios quando injetadas sozinhas; o sistema imune parece ser 
incapaz de reconhecer com eficiência essas estruturas. Apesar 
disso, os imunologistas descobriram que é possível tornar 
essas moléculas visíveis para o sistema imune mediante ligação 
covalente a uma proteína carreadora, como a albumina sérica 
bovina (BSA, do inglês, bovine serum albumin), que tem 
imunogenicidade intrínseca. Essas pequenas moléculas são 
denominadas haptenos (veja a Figura 5.6). 

A técnica convencional de produção de anticorpo contra 
uma proteína de interesse é a injeção de pequenas amostras 
da proteína (da ordem de microgramas) em um animal como 
o coelho. No entanto, a administração do antígeno raramente 
é suficiente para provocar uma resposta imune vigorosa, 
mesmo quando o antígeno contém alta proporção de deter- 
minantes estranhos; é necessária a coadministração de um 
adjuvante (Figura 6.1). Ainda que não esteja totalmente claro 
o mecanismo de ação dos adjuvantes, um papel importante 
é ativar as células dendríticas (DC, do inglês, dendritics cells) 
e outras células apresentadoras de antígeno (APC, do 
inglês, antigen-presenting cells) no local de implantação do 
antígeno (veja a p. 31). O Capítulo 1 explicou que a ativação 
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de APC aumenta drasticamente sua capacidade de emitir os 
sinais coestimuladores necessários para a ativação eficiente de 
células T e B depois do encontro com o antígeno. O leitor 
lembrará a necessidade habitual dos padrões moleculares asso- 
ciados aos patógenos (PAMP, do inglês, pathogen-associated 
molecular patterns) para estimular a maturação das células 
dendríticas e seu deslocamento até os tecidos linfoides secun- 
dários para apresentação de antígenos estranhos às células T, 
que, por sua vez, oferecem às células B a ajuda dependente 
de células T para permuta de classe, maturação da afinidade 
e produção ideal de anticorpos. Em geral, os adjuvantes 
potentes são preparações brutas de extratos bacterianos que 
contêm misturas de ligantes do receptor Toll-like (TLR), 
como LPS ou peptidoglicano. Em essência, a maioria dos 
adjuvantes constitui-se de misturas de PAMP, que ativam as 
células dendríticas e outras células do sistema imune inato 
por meio de seus receptores de reconhecimento de padrão 
(PRR, do inglês, pattern recognition receptors). Como as células 
dendríticas só são capazes de emitir sinais coestimuladores 
essenciais para as células T se ativadas por intermédio de seus 
PRR, os antígenos sem atividade intrínseca de ligação aos 
PRR não ativam as células dendríticas e, portanto, não pro- 
vocam fortes respostas imunes por si sós. 

De acordo com o que já foi exposto no Capítulo 2, como 
a resposta produzida por uma dose única de antígeno 
costuma ser relativamente modesta (veja a Figura 2.13), o 
antígeno é injetado várias vezes durante um período apro- 
ximado de 12 semanas. Ao longo desse tempo, aumenta a 
concentração de anticorpos (em geral denominada título de 
anticorpos) dirigida contra o imunógeno (Figura 6.1). Se 
tudo der certo, teremos um antissoro enriquecido com anti- 
corpos contra a proteína de nosso interesse, que pode ser 
usado como sonda em muitas situações diferentes; para loca- 
lizar um antígeno em uma célula, para quantificá-lo em uma 
mistura de outros antígenos, para neutralizar sua atividade 
biológica e muitas outras aplicações (mais detalhadas adiante 
neste capítulo). 

É importante lembrar que os antissoros gerados desse 
modo também contêm quantidade considerável de outros 
anticorpos (contra vários determinantes) que o animal pro- 
duziu no passado recente. Em geral, o título desses anticorpos 
é bem menor que o título de anticorpos contra o antígeno 
usado repetidas vezes para imunização, mas pode haver pro- 
blemas e ser necessário retirá-los do antissoro para várias 
aplicações. Felizmente, isso pode ser feito por purificação por 
afinidade, na qual o antígeno específico é imobilizado sobre 
um suporte sólido e usado para “pescar” o anticorpo especí- 
fico de uma mistura bruta de anticorpos (Figura 6.6). 

Como muitos antígenos contêm vários epítopos diferen- 
tes, os antissoros gerados por injeção de antígeno costumam 
conter uma mistura de anticorpos contra diferentes determi- 
nantes antigênicos na molécula. Alguns desses anticorpos 
ligam-se ao antígeno com grande avidez, outros não, alguns 
só reconhecem a forma nativa do antígeno, enquanto outros 
ainda reconhecem o antígeno após desnaturação para elimi- 
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Figura 6.1 Produção de anticorpos policlonais. É necessária 
a imunização repetida com antígeno (Ag) mais adjuvante para 
gerar respostas de anticorpos eficientes, já que a imunização 
apenas com antígeno não costuma ser efetiva. Antissoros 
policlonais são gerados por imunização, com uma associação 
de antígeno mais adjuvante, várias vezes ao longo de um 
período de 12 semanas. O título de anticorpos séricos (i. e., a 
diluição máxima que produz um teste positivo) costuma 
aumentar após cada dose sucessiva de antígeno. 


nar a estrutura terciária. Esses antissoros são policlonais, pois 
contêm uma mistura de anticorpos cujo alvo predominante, 
embora não exclusivo, é o imunógeno que estimulou sua 
produção. 


A revolução dos anticorpos monoclonais 


Primeiro nos roedores 


Georges Kéhler e César Milstein deram um salto tecnoló- 
gico fantástico ao desenvolverem uma técnica de produção 
de clones “imortais” de células que sintetizam uma única 
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especificidade de anticorpo mediante fusão de células pro- 
dutoras de anticorpos normais com uma linhagem tumoral 
de células B apropriadas. Não é possível cultivar células B 
normais não transformadas por longos períodos e elas logo 
se extinguem se não forem imortalizadas. Esse método ver- 
dadeiramente inovador torna possível o cultivo de clones de 
células B individuais em tecido e sua expansão até um ponto 
em que seja possível produzir enormes quantidades de anti- 
corpo antígeno-específico. Esses denominados “hibrido- 
mas” são selecionados em meio de cultura de tecido que 
não promovem o crescimento dos tipos celulares originais 
e, por diluições sucessivas ou plaqueamento, são estabeleci- 
dos clones isolados (Figura 6.2). Esses clones podem ser 
cultivados no líquido ascítico em camundongos, quando é 
possível alcançar títulos bastante altos de anticorpos mono- 
clonais, mas tendo em mente o dever de evitar o uso de 
animais sempre que possível, prefere-se a propagação em 
culturas em larga escala. Lembre que, mesmo em um bom 
antissoro, mais de 90% das moléculas de Ig têm avidez nula 
ou de pouca monta pelo antígeno, e os próprios “anticorpos 
específicos” representam um amplo espectro de moléculas 
com graus variados de avidez contra diferentes determinan- 
tes no antígeno. Que contraste com os anticorpos monoclo- 
nais, nos quais todas as moléculas produzidas por um 
hibridoma são idênticas: elas têm a mesma classe e alotipo 
de Ig, bem como igual região variável, estrutura, idiótipo, 
afinidade e especificidade por determinado epítopo. 

A grande quantidade de Ig inespecífica, em comparação 
com a Ig antígeno-específica, em um antissoro policlonal 
significa que a ligação secundária ao antígeno em qualquer 
teste imunológico é demasiadamente alta. O problema é 
muito reduzido com uma preparação de anticorpos monoclo- 
nais, uma vez que todos os anticorpos são antígeno-específicos 
e a razão “sinal:ruído” é muito maior. Os anticorpos mono- 
clonais, por serem dirigidos contra um único epítopo no 
antígeno, costumam exibir alta especificidade em termos de 
baixa reatividade cruzada com outros antígenos. 

Uma excelente vantagem do anticorpo monoclonal 
como reagente é que ele oferece um suprimento ilimitado 
de material único padronizado para ser usado por todos os 
laboratórios do mundo caso sejam mantidas a imortalidade 
e a pureza da linhagem celular; já antissoros elaborados em 
diferentes animais podem ser tão diferentes como água e 
vinho. Mais uma vez, a técnica monoclonal é vantajosa em 
relação aos métodos convencionais na produção de anticor- 
pos específicos contra componentes individuais em uma 
mistura complexa de antígenos. Os usos dos anticorpos 
monoclonais são verdadeiramente numerosos e compreen- 
dem: imunoensaio, diagnóstico de neoplasias malignas, 
tipagem tecidual, sorotipagem de microrganismos, separa- 
ção de tipos celulares individuais com marcadores de super- 
fície específicos (p. ex., subpopulações de linfócitos), 
neutralização terapêutica de citocinas inflamatórias e terapia 
da “bala mágica” com agentes citotóxicos associados a anti- 


corpo tumor-específico — essas e muitas outras áreas foram 
transformadas pela tecnologia do hibridoma. 


Anticorpos catalíticos 


Um desenvolvimento bastante interessante e com enorme 
potencial é o reconhecimento de que um anticorpo monoclo- 
nal contra um análogo estável do estado de transição de 
determinada reação pode agir como enzima (“abzima”) e cata- 
lisar essa reação. A possibilidade de gerar enzimas de forma 
programada promete um futuro muito atraente, e algumas 
manobras químicas bem hábeis já ampliaram a gama de 
reações que podem ser catalisadas dessa maneira. Uma 
demonstração recente da clivagem de um peptídio com 
sequência específica por um anticorpo que incorpora um 
complexo metálico como cofator entusiasmou os especialis- 
tas, pois essa reação é difícil do ponto de vista energético e 
tem enorme variedade de aplicações. Outra técnica inovadora 
é a imunização com um antígeno tão reativo que provoque 
uma reação química no local de combinação com o anticorpo. 
O resultado disso é o recrutamento de anticorpos não apenas 
complementares à substância química ativa, mas que prova- 
velmente também têm alguma ação enzimática sobre o com- 
plexo imunógeno-substrato. Assim, o emprego dessa estratégia 
obteve um anticorpo com especificidade para o substrato 
excepcionalmente ampla para catálise eficiente das reações de 
aldol e retroaldol. Uma característica essencial desse anticorpo 
é uma lisina reativa inserida em uma bolsa hidrofóbica no 
local de ligação. O anticorpo preserva a atividade catalítica 
por várias semanas depois da injeção IV em camundongos e 
tem potencial terapêutico para uma versão da terapia com 
profármaco ativado por enzima mediada por anticorpo (veja 
a p. 48); nesse caso, o componente enzimático é representado 
por um anticorpo catalítico. 

O emprego do substrato em fase sólida possibilita selecio- 
nar anticorpos catalíticos em grandes coleções combinatórias 
de anticorpos criadas por associação aleatória entre pools de 
cadeias pesadas e leves e expressas em bacteriófagos (veja 
adiante). A clivagem pelo anticorpo catalítico deixa um 
produto em fase sólida que agora pode ser identificado por 
um sistema de anticorpo duplo que emprega anticorpos espe- 
cíficos contra o produto, e não contra o substrato. 

Uma área de grande interesse é a existência de autoanti- 
corpos catalíticos em certos grupos de pacientes, com a 
descrição de anticorpos hidrolíticos contra peptídio intesti- 
nal vasoativo, DNA e tireoglobulina. Anticorpos catalíticos 
capazes de hidrolisar o fator VIII também foram descobertos 
recentemente em hemofílicos tratados com esse fator da 
coagulação; os anticorpos impedem a função de coagulação 
do fator VIII. 


É possível produzir anticorpos 
monoclonais humanos 


Embora os cientistas tenham logo constatado que os anticor- 
pos monoclonais seriam agentes terapêuticos poderosos e 
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Figura 6.2 Produção de anticorpos monoclonais. Camundongos imunizados com um antígeno que tenha (digamos) dois 
epítopos, a e b, desenvolvem células esplênicas produtoras de anti-a e anti-b que aparecem como anticorpos no soro. O baço é 
retirado e as células isoladas são fundidas, em presença de polietilenoglicol, com células B tumorais em constante divisão (i. e., 
“imortais”) selecionadas por uma deficiência de enzimas purínicas e, em geral, por sua incapacidade de secretar Ig. As células 
resultantes são distribuídas em microplacas com meio HAT (hipoxantina, aminopterina e timidina) que destrói os parceiros da fusão. 
Essas células são semeadas em tal diluição que cada cavidade contém, em média, menos de uma célula de hibridoma. Cada 
hibridoma — o produto da fusão de uma única célula produtora de anticorpos e uma célula tumoral — reúne a capacidade da 
primeira de secretar uma só espécie de anticorpo e a imortalidade da segunda, que torna possível sua proliferação contínua. Assim, 
a prole clonal proporciona um suprimento infinito de anticorpos com uma só especificidade — o anticorpo monoclonal. Nesse 
exemplo, consideramos a produção de hibridomas com especificidade para apenas dois epítopos, mas a mesma técnica possibilita 
a formação de anticorpos monoclonais contra misturas complexas de antígenos multiepitópicos. As fusões que usam células de 
rato em vez de camundongo podem ter algumas vantagens por gerarem uma maior proporção de hibridomas estáveis e anticorpos 
monoclonais, melhores para fixar o complemento humano, um atributo útil no contexto de aplicações terapêuticas em seres 
humanos que implicam depleção celular. É claro que a solução ideal para uso no ser humano é a produção de anticorpos 
monoclonais totalmente humanos. Os parceiros de fusão do mieloma humano não tiveram grande aceitação, pois tendem a 
apresentar baixa eficiência de fusão, crescimento deficiente e secreção de Ig do mieloma que dilui o anticorpo monoclonal 
desejado. Um heteroibridoma não secretor (para evitar a formação de especificidades mistas do anticorpo), obtido por fusão de 
células de mieloma de camundongo com células B humanas, pode ser usado como parceiro de fusão produtivo para células B 
humanas produtoras de anticorpos. Outros grupos voltaram-se para os parceiros de fusão murinos bem caracterizados, e os 
heteroibridomas assim formados crescem bem, são clonados com facilidade e são produtivos. Há alguma instabilidade decorrente 
da perda de cromossomos e parece que a produção de anticorpos é mantida por translocação de genes de Ig humana para 
cromossomos de camundongo. A frequência de fusão é ainda maior se forem usadas linhagens transformadas pelo vírus Epstein- 
Barr (EBV) em vez de células B. 
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muito específicos, sobretudo no tratamento do câncer, isso 
foi muito mais difícil do que eles previram a princípio. Os 
anticorpos monoclonais de camundongo injetados com fins 
terapêuticos em seres humanos são muito imunogênicos, e os 
anticorpos humanos anticamundongo (conhecidos como 
HAMA) assim formados são deploráveis, pois aceleram a 
eliminação dos anticorpos monoclonais do sangue e podem 
causar reações de hipersensibilidade; também impedem que 
os anticorpos do camundongo cheguem ao seu alvo e, em 
alguns casos, bloqueiam sua ligação ao antígeno. Em algumas 
circunstâncias, é concebível que um anticorpo monoclonal de 
camundongo captado por uma célula tumoral seja processado 
e transformado no alvo ligado ao MHC das células T citotó- 
xicas ou ajude a reforçar a resposta a um antígeno pouco 
imunogênico na superfície da célula tumoral. Em geral, 
porém, a lógica aponta para a retirada das porções xenogêni- 
cas (estranhas) do anticorpo monoclonal e sua substituição 
por estruturas de Ig humana com o auxílio da tecnologia de 
DNA recombinante. Construções quiméricas, nas quais os 
domínios V; e V, do camundongo são clivados em genes Cy 
e C; humanos (Figura 6.3a), são muito menos imunogênicas 
em seres humanos. 

Uma abordagem mais refinada é o enxerto das seis regiões 
determinantes de complementaridade (CDR, do inglês, com- 
plementarity determining regions) de um anticorpo mono- 
clonal murino de alta afinidade em um arcabouço de Ig 
totalmente humana sem a perda da reatividade específica 
(Figura 6.3b). Contudo, isso não é simples, e o objetivo de 
fundir células B humanas para criar hibridomas ainda é 
atraente, levando em conta não apenas a acentuada redução 
da imunogenicidade, mas também o fato de que é possível 
criar, em uma espécie, anticorpos contra diferenças sutis, 
como as moléculas polimórficas do complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC) e antígenos associados a 
tumores em outros indivíduos. Em contrapartida, as respostas 
xenogênicas estão mais voltadas para estruturas imunodomi- 
nantes comuns à maioria dos indivíduos, o que dificulta a 
produção de anticorpos específicos contra variantes. Apesar 
das dificuldades para encontrar bons parceiros de fusão, 
criou-se grande quantidade de anticorpos monoclonais 
humanos. Há ainda outra restrição porque as células B do 
sangue periférico, únicas células B à disposição imediata no 
ser humano, normalmente não são consideradas uma boa 
fonte de células produtoras de anticorpos. 

Linhagens de células B imortalizadas, transformadas por 
virus Epstein-Barr, também foram usadas como fontes de 
anticorpos monoclonais humanos. Ainda que na maioria das 
vezes produzam anticorpos IgM de afinidade relativamente 
baixa, às vezes obtêm-se alguns anticorpos IgG de maior 
afinidade e úteis. Com frequência, as linhagens celulares 
perdem a capacidade de secretar anticorpos se cultivadas por 
longos períodos, embora por vezes seja possível recuperá-las 
por fusão com uma linhagem de células de mieloma para 
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Figura 6.3 Modificação por engenharia genética das 
especificidades dos anticorpos murinos em humanos. 

(a) Anticorpo quimérico com regiões variáveis de camundongo 
fundidas a regiões constantes de Ig humana. (b) Anticorpo 
monoclonal de rato “humanizado” no qual segmentos génicos 
que codificam todas as seis regiões determinantes de 
complementaridade (CDR) são enxertados no arcabouço da Ig 
humana. 


produzir hibridomas ou isolar os genes e usá-los para produzir 
anticorpos recombinantes. 

Uma técnica muito diferente é a produção de cepas de 
camundongos transgênicos (xenomouse) na qual se introduzi- 
ram loci das cadeias pesada (H) e leve x de Jg humana não 
rearranjadas, com tamanho da ordem de megabases, em 
camundongos cujos genes endógenos de Ig murina foram 
inativados. A imunização desses camundongos produz anti- 
corpos humanos de alta afinidade (107º a 107! M) que 
podem ser isolados usando-se hibridomas ou técnicas recom- 
binantes. Potentes agentes terapêuticos anti-inflamatórios 
(anti-IL-8) e antitumorais (contra o receptor do fator de 
crescimento epidérmico humano) já foram obtidos com o 
emprego desses camundongos. 

Ainda existe um problema, porque até mesmo anticor- 
pos humanos podem provocar respostas anti-idiótipo; pode 
ser necessário evitá-las pelo uso de anticorpos modificados 
por engenharia genética contendo idiótipos diferentes nas 
injeções subsequentes. Ainda mais desejável seria se fosse 
possível primeiramente tornar os prováveis receptores tole- 
rantes ao idiótipo, talvez pela coadministração do anticorpo 
terapêutico juntamente com um anti-CD4 que não cause 
depleção. 

Apesar das dificuldades, foi aprovado o uso terapêutico de 
vários anticorpos monoclonais humanizados. Estes são: anti- 
IL-2 (rejeição de transplante renal), anti-VEGF (câncer color- 
retal), anti-TNFo (artrite reumatoide), anti-CDlla 
(psoríase), anti-CD52 (leucemia linfocítica crônica de células 
B), anti-CD33 (leucemia mielógena aguda), anti-HER2 (um 
subgrupo de cânceres de mama metastáticos) e vários outros 
(veja a Tabela 17.2). Na atualidade, há muitos outros em fase 
de ensaio clínico, que provavelmente passarão a fazer parte da 
rotina clínica nos próximos anos. 
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Produgao de anticorpos por engenharia genética 


Há outros modos de contornar os problemas associados à 
produção de anticorpos monoclonais humanos que explo- 
ram os artifícios da biologia molecular moderna. A “huma- 
nização” de anticorpos murinos (Figura 6.3) já foi 
mencionada, mas uma nova e importante estratégia que 
emprega a expressão c a seleção de bacteriófagos alcançou 
posição proeminente. Em essência, o mRNA de células B 
humanas primed (sensibilizadas) é convertido em cDNA 
(DNA complementar), e os genes de anticorpos, ou seus 
fragmentos, são expandidos pela reação em cadeia da poli- 
merase (PCR, do inglês, polymerase chain reaction). Em 
seguida, são criadas construções únicas nas quais se permite 
a combinação aleatória em série dos genes das cadeias leves 
e pesadas com os genes que codificam a proteína III (pII) 
do capsídio do bacteriófago (Figura 6.4). Essa coleção com- 
binatória que contém a maioria dos emparelhamentos alea- 
tórios de genes das cadeias pesadas e leves codifica um 
enorme repertório de anticorpos (ou seus fragmentos) 
expressos como proteínas de fusão com pII na superfície 
do bacteriófago. O altíssimo número de fagos produzidos 
por infecção de E. coli agora pode passar por procedimento 
de panning com antígeno em fase sólida para selecionar 
aqueles que têm os anticorpos de máxima afinidade aderidos 
à superfície (Figura 6.4). Como os genes que codificam esses 
anticorpos de máxima afinidade já estão presentes no fago 
selecionado, é possível cloná-los com facilidade e obter 
expressão de grande quantidade de anticorpos. Convém des- 
tacar que esse procedimento de seleção tem enorme vanta- 


gem sobre técnicas que empregam rastreamento, porque o 
número de fagos examinados é várias vezes maior em uma 
escala logarítmica. 

Coleções combinatórias também foram criadas com o 
auxílio de mRNA de doadores humanos não imunizados. 
Os genes V; V; e V; são expandidos por PCR e recombina- 
dos de modo aleatório para formar construções de Fv de 
cadeia única (scFv) (Figura 6.5a) fundidas à pIII do fago. 
Obtiveram-se fragmentos solúveis que se ligam a varios anti- 
genos. Despertam interesse especial os que são autoanticorpos 
contra moléculas com potencial terapêutico, como CD4 e 
fator de necrose tumoral-a (TNFa); não seria possível obter 
linfócitos que expressam esses autoanticorpos por imunização 
normal, pois provavelmente haveria tolerância, mas a recom- 
binação aleatória de Vy e V, pode gerar especificidades total- 
mente novas em condições in vitro que inibem os mecanismos 
de tolerância. 

Embora seja uma operação em “tubo de ensaio”, essa 
técnica de geração de anticorpos específicos assemelha-se à 
maturação da afinidade da resposta imune in vivo (veja a 
p. 263), uma vez que o antígeno é o fator determinante na 
seleção dos elementos de resposta de máxima afinidade. 

Com o intuito de aumentar as afinidades dos anticorpos 
produzidos por essas técnicas, podem-se usar antígenos para 
selecionar mutantes de maior afinidade produzidos por 
mutagênese aleatória ou, o que é ainda mais efetiva, por 
substituições localizadas em hotspots de mutação (Figura 
6.5b), mais uma vez imitando a resposta imune natural que 
conta com mutação aleatória e seleção antigênica (veja as 
pp. 257-259). A afinidade também melhorou com o “emba- 


Códon de término 


Células B Expressão em 

do doador sane M pill bacteriófago 

imunizado e expansão 
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Ag em fase sólida 
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Figura 6.4 Seleção de genes de anticorpos em uma coleção combinatória. As células B de um doador imunizado (em uma 
experiência importante, células de memória do sangue periférico humanas foram estimuladas com antígeno de toxoide tetânico 
depois da transferência para camundongos SCID; Duchosal M.A. et al. (1992) Nature 355, 258) são usadas para extração de genes 
do mRNA da IgG, e os genes da cadeia leve (V.C,) e ViC;,1 (codificadores de Fab) são combinados aleatoriamente em construções 
fundidas ao gene da plll do capsidio do bacteriófago, como mostra a figura. Estas foram incorporadas a fagomídios como pHEN1 e 
expandidas em E. coli. Depois da infecção pelo fago auxiliar, os fagos recombinantes com máxima afinidade foram selecionados 
por ciclos de panning em antígeno em fase sólida, de modo a possibilitar a clonagem dos genes que codificam os fragmentos Fab. 


Ac, anticorpo; Ag, antígeno; L, sequência líder bacteriana. 
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Fragmento Fv de cadeia única 
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Figura 6.5 Outros anticorpos produzidos por engenharia genética. (a) Um único gene que codifica V, e V, unidas por uma 
sequência de comprimento adequado dá origem a um fragmento de ligação a antígeno de cadeia única Fv (scFv). (b) A 
mutagénese local-especifica de resíduos na região determinante de complementaridade (CDR) ou em suas adjacências possibilita o 
aumento da afinidade do anticorpo. (c) Duas construções de ScFV expressas simultaneamente associam-se para formar um 
anticorpo bivalente com duas especificidades (diabody). Esses anticorpos biespecíficos têm vários empregos. Note que um 
anticorpo biespecífico (Ac) contra dois epítopos diferentes no mesmo antígeno (Ag) tem afinidade muito maior em razão do “bônus” 
da cooperação entre os dois locais de ligação (veja a p. 126). (d) Podem-se construir possíveis “balas mágicas” pela fusão do gene 


para uma toxina (p. ex., ricina) com Fab. 


ralhamento” de genes no qual um gene Vy que codifica um 
anticorpo de afinidade razoável é combinado aleatoriamente 
a um pool de genes V, e submetido à seleção antigênica. O 
processo pode ser ainda mais ampliado pela mistura de V, 
proveniente dessa associação com um pool de genes Vy. 
Também se mostrou possível embaralhar CDR individuais 
entre regiões variáveis de anticorpos de afinidade moderada 
obtidos por panning em antígeno, assim criando anticorpos 
de alta afinidade a partir de coleções relativamente peque- 
nas. O isolamento de fragmentos Vuy de cadeia pesada de 
alta afinidade de anticorpos de lhamas imunizados é mais 
uma técnica. 

Outros novos anticorpos foram criados. Em uma constru- 
ção, dois fragmentos scFv associam-se para formar um anti- 
corpo com duas especificidades diferentes (Figura 6.50). 
Outra é constituída por um domínio de região variável de 
cadeia pesada única (DAB) cuja afinidade pode ser muito alta 


— da ordem de 20 nM. Caso se conseguisse superar a “ade- 
sividade” desses minianticorpos, seria possível explorar seu 
pequeno tamanho para a penetração tecidual. A criação de 
possíveis “balas mágicas” para imunoterapia pode empregar a 
fusão de uma toxina (p. ex., ricina) com um anticorpo Fab 


(Figura 6.5d). 


Campos de anticorpos 


Os genes para um anticorpo monoclonal podem ser expres- 
sos em grande quantidade não só no leite de animais lac- 
tantes, mas também os vegetais podem ser aproveitados 
com esse objetivo. Os “planticorpos” foram expressos em 
banana, batata e tabaco. É possível imaginar um fazendeiro 
que emprega tecnologia de ponta e chama a atenção de um 
visitante confuso para um campo de cultivo de toxoide 
antitetânico, outro de polissacarídio antimeningocócico e 
assim por diante. Vegetais multifuncionais seriam muito 


154 Fundamentos de Imunologia 


mais lucrativos se, digamos, as raizes fossem colhidas como 
alimento e as folhas expressassem algum produto géni- 
co desejavel. Se continuarmos nesse ritmo, os autores de 
ficção científica poderão não ter muito mais sobre o que 
escrever! 


Fármacos podem ser derivados das CDR de 
minicorpos (minibodies) 


Milhões de minicorpos compostos de um segmento da região 
Vu contendo três filamentos e as alças hipervariáveis H1 e 
H2 foram gerados por randomização das CDR e expressos na 
proteína pIII do capsídio do bacteriófago. O panning da 
coleção em locais de união a ligantes importantes do ponto 
de vista funcional, como receptores hormonais, torna possível 
identificar candidatos a protótipos úteis para os programas 
de planejamento de fármacos e melhorar sua afinidade por 
otimização da alça, embaralhamento das alças e seleção 
posterior. 


Purificação de antígenos e anticorpos 
por cromatografia de afinidade 


O princípio é simples e tem aplicação muito ampla. O 
antígeno ou anticorpo é ligado, por meio de seus grupos 
amino livres, a partículas de sefarose ativadas por brometo 
de cianogênio ou a algum outro suporte sólido. O anti- 
corpo imobilizado, por exemplo, pode ser usado para 
extrair o antígeno correspondente da solução, na qual é 
encontrado como componente de uma mistura complexa, 
por absorção em sua superfície. Os resíduos que não inte- 
ressam são eliminados por lavagem e o ligante necessário é 
liberado do absorvente de afinidade graças à ruptura das 
ligações antígeno-anticorpo por variação do pH ou acrés- 
cimo de íons caotrópicos como o tiocianato (Figura 6.6). 
Essa técnica é usada para identificar o antígeno ao qual se 
liga um anticorpo quando este é desconhecido; no caso de 
um autoanticorpo, por exemplo. Um método muito seme- 
lhante também é usado para identificar parceiros de 
ligação do antígeno; essas moléculas costumam permane- 
cer ligadas ao antígeno se o procedimento de imunopurifi- 
cação for brando. Muitas proteínas que participam da 
transdução de sinal do receptor das células T (TCR), por 
exemplo, foram inicialmente identificadas pelo uso de anti- 
corpos contra componentes sinalizadores conhecidos do 
TCR para extrair esses componentes de misturas de proteí- 
nas complexas, juntamente com seus parceiros de ligação. 
Os fragmentos de cadeia pesada (Vun) de lhama isolados 
têm sido úteis nos ciclos repetidos de purificação do antí- 
geno em vista de sua resistência à desnaturação em repeti- 
dos ciclos de exposição a baixo pH. 

Do mesmo modo, pode-se usar um imunossorvente de 
antígeno para absorver e retirar o anticorpo de uma mistura 
de onde possa ser purificado por eluição (Figura 6.6). Isso é 
útil, sobretudo, quando um antissoro apresenta altos níveis 
de reatividade inespecífica contra outros antígenos que o inu- 


tilizam. Com frequência, a purificação por afinidade desse 
tipo de antissoro, por meio do antígeno usado para produzi- 
-lo, aumenta muito a especificidade. 


Modulação da atividade biológica 
por anticorpos 


Para detectar anticorpos 


Várias reações biológicas são inibidas pelo acréscimo de anti- 
corpos específicos. Assim, a aglutinação de hemácias por inte- 
ração de vírus influenza com receptores na superfície do 
eritrócito é bloqueada por anticorpos antivirais, o que cons- 
titui a base de sua detecção sorológica. Um teste para anti- 
corpos contra antígeno H de salmonela existentes no flagelo 
depende da capacidade de inibir a motilidade das bactérias in 
vitro. Do mesmo modo, é possível demonstrar anticorpos 
contra micoplasma por seu efeito inibidor do metabolismo 
dos microrganismos em cultura. 


Uso de anticorpos como inibidores 


Há relato de tratamento bem-sucedido de casos de superdo- 
sagem de medicamentos com fragmentos Fab de anticorpos 
específicos, que pode vir a ser uma proposta prática se for 
possível criar vários hibridomas. Conjugados de cocaína 
com hemocianina do molusco marinho Megathura crenulata 
(usada como carreador para obter produção eficiente de 
anticorpos contra a cocaína) conseguem provocar o surgi- 
mento de anticorpos neutralizadores. Anticorpos contra 
hormônios como a insulina e o hormônio tireoestimulantes 
(TSH), ou contra citocinas, são usados para avaliar a espe- 
cificidade de reações biológicas in vitro. Por exemplo, a 
especificidade da atividade insulínica de uma amostra de 
soro no coxim adiposo do epidídimo do rato pode ser ava- 
liada pelo efeito neutralizador de um antissoro. Esses anti- 
corpos são efetivos in vivo e o tratamento anti-TNF de 
pacientes com artrite reumatoide confirmou o papel dessa 
citocina no processo da doença. Do mesmo modo, como 
parte do esforço mundial para evitar o desastre da superpo- 
pulação, estão em marcha tentativas de imunização contra 
gonadotropina coriônica com uso de fragmentos da cadeia 
P acoplados a carreadores apropriados, pois esse hormônio 
é necessário para manter o óvulo implantado. 

Em uma situação totalmente diferente, anticorpos 
contra as proteínas inibidoras do crescimento de neuritos 
associados à mielina mostraram sua importância na preven- 
ção do reparo nervoso, já que o tratamento com esses anti- 
corpos permitiu a regeneração de axônios corticospinais 
após lesão da medula espinal induzida em ratos adultos. Esse 
achado notável aumenta muito nosso conhecimento dos 
processos implicados na regeneração e motiva um otimismo 
cauteloso em relação ao progresso do tratamento das lesões 
da medula espinal, embora por vários motivos isso pos- 
sa, em última análise, não depender da terapia com 
anticorpos. 
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Figura 6.6 Purificação de antígenos e anticorpos por afinidade. O anticorpo é imobilizado sobre sefarose ativada e usado para 
purificar o antígeno por afinidade. Dependendo das condições de realização do ensaio, proteínas associadas ao antígeno também 
podem ser capturadas por esse procedimento. Para a purificação de anticorpo específico de um antissoro policlonal, o antígeno é 
imobilizado em esferas de sefarose e anticorpos não ligados inespecíficos não são capturados e podem ser eliminados por 
lavagem. Depois da captura, é possível eluir o anticorpo específico por diminuição do pH ou aumento da concentração de sal no 


tampão transitoriamente. 


Uso de anticorpos como ativadores 


Os anticorpos também são usados como substitutos de ligan- 
tes biológicos naturais nos casos em que o ligante é desconhe- 
cido, é difícil de purificar ou haveria necessidade de um 
pequeno financiamento para adquiri-lo! Por exemplo, é pos- 
sível usar anticorpos, em vez de ligantes, para estimular recep- 
tores na superfície celular que propagam sinais para dentro 
da célula após a ligação cruzada. Normalmente, o ligante 
natural para o receptor promoveria a ligação cruzada do 
receptor, mas podem-se usar anticorpos para simular essa ação 
com muita eficiência. Essa técnica foi empregada com exce- 
lente resultado para estudar processos intracelulares decorren- 
tes da estimulação de complexos de receptores nas células T 
ou B por anticorpos contra esses receptores ou proteínas 
associadas (como o complexo CD3). Na mesma ordem de 
ideias, anticorpos contra o receptor Fas (CD95) na superficie 
celular substituem o ligante natural (FasL/CD95L) para esti- 
mular o receptor e estudar as consequências. Nesse último 
caso, a estimulação de Fas por anticorpos anti-Fas induz a 
morte celular programada (apoptose) rápida em células que 
têm esse receptor (Figura 6.7). Outro bom exemplo é a 
indução da liberação de histamina dos mastócitos por F(ab’), 
anti-FceRI, mas não pelo fragmento univalente. A ativação 
induzida por anticorpo é usada para estudar a cascata de 
transdução de sinal posterior à ocupação do receptor pelo 
ligante, mesmo quando este ainda não foi identificado. 


Imunodetecção de antígenos em células 
e tecidos 


Microscopia de imunofluorescência 


Os anticorpos podem ser usados como sondas altamente sen- 
síveis para explorar a localização subcelular de uma proteína 
(ou outro determinante antigênico) em uma célula ou tecido. 
Já que os corantes fluorescentes como a fluoresceína e a roda- 
mina podem ser acoplados a anticorpos sem extinguir sua 
especificidade, os conjugados combinam-se a antígenos exis- 
tentes em um corte de tecido e são observados por microscó- 
pio equipado com fonte luminosa adequada (em geral, UV). 
Analisado por outro ângulo, o método também é usado para 
a detecção de anticorpos contra antígenos sabidamente 
encontrados em determinado corte de tecido ou preparação 
celular. Antes de aplicar o anticorpo à preparação de células 
ou tecido, é preciso fixar e permeabilizar as amostras para 
preservar estruturas celulares e permitir a livre passagem de 
anticorpos através da membrana plasmática. Existem duas 
técnicas gerais de teste. 


Teste direto com anticorpos marcados 


Os anticorpos contra o antígeno tecidual são diretamente 
conjugados com o fluorocromo e aplicados à amostra 
(Figura 6.8a). A ligação do anticorpo ao antígeno é revelada 
pela parte da célula que se torna fluorescente pela incidência 
da luz UV. Por exemplo, suponha que desejássemos mostrar 
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anti-Fas 


Figura 6.7 Ativação do receptor induzida por anticorpo. Células T Jurkat transformadas foram divididas em dois grupos: um não 
tratado e o outro tratado com anticorpo IgM anti-Fas durante 4 horas. A ligação cruzada do receptor Fas (CD95) ao anticorpo ativa 
o receptor e inicia uma cascata de transdução que culmina na ativação de uma série de cisteína proteases, chamadas caspases, 
que provocam apoptose na célula estimulada. As células apoptóticas exibem vesículas na membrana plasmática e colapso da 
célula em pequenos fragmentos ou vesículas chamadas “corpos apoptóticos”. Efeitos semelhantes são observados quando o 
ligante natural, FasL, é usado no lugar do anticorpo anti-Fas. (Gentilmente cedida pelo Dr. Colin Adrain, Dept. of Genetics, Trinity 


College, Dublin, Irlanda.) 


a distribuição de um autoantígeno tireoidiano que reage com 
os autoanticorpos existentes no soro de um paciente com 
doença de Hashimoto, um tipo de doença autoimune da 
tireoide. O processo exigiria o isolamento da IgG do soro do 
paciente, conjugação com fluoresceína e aplicação a um corte 
de tireoide humana sobre lâmina. O exame ao microscópio 
de fluorescência mostraria a coloração brilhante do citoplasma 
das células epiteliais foliculares (veja a Figura 18.1a). 
Vejamos outro exemplo para ilustrar a versatilidade dessa 
técnica. Acabamos de produzir um anticorpo monoclonal 
contra um fator de transcrição (NF«B, por exemplo) impor- 
tante para a ativação de macrófagos induzida por LPS e a 
produção de IL1B. Poderíamos comparar macrófagos em 
repouso com macrófagos tratados com LPS para verificar se 
o fator de transcrição tem alguma ação “interessante” após 
exposição dos macrófagos ao LPS. O Capítulo 1 (veja a 
Figura 1.9) mostrava que NFKB normalmente está preso no 
citoplasma e seu acesso ao núcleo é impedido pela interação 


com seu inibidor, IkB. Após a estimulação do receptor 
TLR4 com LPS, é acionada uma cadeia de eventos de trans- 
dução de sinal que culmina na degradação de IkB, o que 
libera NFkB para translocação até o núcleo e início da 
transcrição gênica (veja a Figura 1.9). Assim, ao usarmos um 
anticorpo contra NFkB observaríamos que, embora os 
macrófagos em repouso contenham grande quantidade de 
NFkB, ele parece estar todo no citoplasma. Entretanto, 
certamente notaríamos que em poucos minutos depois da 
exposição ao LPS, quase todo o NFkB havia entrado no 
núcleo (Figura 6.9). 

O uso de dois (ou mesmo três) antissoros conjugados com 
corante que emitem fluorescência em diferentes comprimen- 
tos de onda (Figura 6.10) torna possível a identificação simul- 
tânea de vários antígenos diferentes ao mesmo tempo. Na 
Figura 2.7e, a coloração direta de plasmócitos fixados com 
uma mistura de anti-IgG marcada com rodamina e anti-lgM 


conjugada com fluoresceína mostra, de modo engenhoso, que 
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Não tratadas 


essas duas classes de anticorpos são produzidas por células 
diferentes. A técnica de acoplamento de biotina ao antissoro, 
seguida por coloração com avidina fluorescente, é usada com 
frequência. 


Teste indireto com anticorpos secundários 
marcados 


Nessa técnica de dupla camada, adotada com maior frequên- 
cia, o anticorpo não marcado (o anticorpo primário) é apli- 
cado diretamente ao tecido e observado por tratamento com 
soro anti-imunoglobulina conjugado com fluorocromo (o 
anticorpo secundário; Figura 6.8b). Há disponibilidade em 
larga escala de antissoros anti-imunoglobulina conjugados a 
diferentes fluorocromos. 

Essa técnica tem diversas vantagens. Em primeiro lugar, 
a fluorescência é mais intensa que no teste direto, pois várias 
anti-imunoglobulinas fluorescentes ligam-se a cada molécula 
de anticorpo existente na primeira camada (Figura 6.8b). 
Segundo, mesmo quando muitos soros têm de ser rastreados 
para pesquisa de anticorpos específicos, só é necessário pre- 
parar (ou, o que é mais comum, comprar) um anticorpo 
secundário. Além disso, o método tem grande flexibilidade. 
Por exemplo, o uso de uma mistura de anticorpos primários 
contra diferentes antígenos-alvo possibilita a comparação das 
posições e/ou expressões relativas de dois antígenos diferentes 
na mesma célula. Note, porém, que nessa última situação os 
anticorpos primários não podem ter sido gerados na mesma 
espécie, caso contrário o reagente secundário será incapaz de 
discriminar entre eles. Por exemplo, para a marcação simul- 
tânea do citocromo c e da tubulina na mesma célula, seria 
necessário usar anticorpo antitubulina produzido em camun- 
dongo, em combinação com anticorpo anticitocromo c pro- 
duzido em coelho, ou vice-versa. Usando-se reagentes de 
detecção secundários espécie-específicos (i. e., Ig anticamun- 
dongo e anticoelho) marcados com diferentes fluorocromos, 
é simples detectar ambas as proteínas na mesma célula 
(Figura 6.11). 


Tratadas com LPS 


(a) (b) 


Figura 6.9 Imunolocalização de um 
fator de transcrição após 
estimulação do receptor. Monócitos 
humanos transformados (células 
THP-1) foram divididos em dois 
grupos: um não tratado (a) e outro 
estimulado com lipopolissacarídio 
(LPS) bacteriano por 2 horas (b). Em 
seguida, as células foram fixadas e 
imunocoradas com anticorpo anti- 
NFxB. Note que nas células não 
estimuladas o NFxB é abundante no 
citoplasma celular, mas é excluído do 
núcleo, e em células estimuladas com 
LPS ocorre o inverso. (Cortesia da Dra. 
Lisa Bouchier-Hayes, St. Jude's 
Hospital, Memphis, EUA.) 
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Figura 6.10 Marcadores fluorescentes usados em 
microscopia com imunofluorescência e citometria de fluxo. 
A onda mais longa emitida pela fluoresceína superpõe-se à do 
vermelho do Texas, o que é corrigido por software. As 
ficobiliproteínas das algas vermelhas e cianobactérias 
transferem a energia da luz azul para a clorofila para 
fotossíntese; cada molécula tem muitos grupos fluorescentes 
que produzem um largo espectro de excitação, mas a 
fluorescência é emitida em uma estreita faixa de comprimento 
de onda com eficiência quântica tão alta que evita a 
necessidade de um segundo anticorpo amplificador. 


O Capítulo 18 apresenta outras aplicações do teste indi- 
reto. 


Microscopia confocal 


Imagens de fluorescência em grande aumento geralmente têm 
baixa resolução em razão do halo (flare) de planos um pouco 
fora de foco acima e abaixo do objeto. As imagens borradas 
costumam ser pouco úteis na exploração dos pontos mais finos 
da arquitetura celular. Tudo isso agora pertence ao passado, 
com o advento da microscopia confocal de varredura, que 
focaliza o feixe de laser em um plano estreito dentro da célula 
e capta a emissão de fluorescência em tubo fotomultiplicador 
(TEM) com abertura confocal. A fluorescência de planos acima 
e abaixo do plano do objeto não alcança o TEM e, portanto, 


158 Fundamentos de Imunologia 


Figura 6.11 Microscopia de 
imunofluorescéncia confocal. 
Célula HeLa humana 
imunocorada com anticorpo 
anti-b-tubulina de camundongo 
detectada com Ig 
anticamundongo marcada com 
FITC (verde) e anticorpo 
anticitocromo c de coelho 
detectado com Ig anticoelho 
marcada com vermelho do 
Texas (vermelho). As células 
também foram coradas pelo 
corante de ligação do DNA, 
DAPI (azul). A figura também 
mostra uma imagem em 
contraste de fase da mesma 
célula para comparação. As 
imagens foram adquiridas com 
microscópio confocal Olympus 
Fluoroview 1.000. (Cortesia da 
Dra. Petrina Delivani, Dept. of 
Genetics, Trinity College 
Dublin, Irlanda.) 


Citocromo c 


a nitidez da imagem é muito maior que na microscopia de 
imunofluorescência convencional (Figura 6.11). Uma unidade 
de varredura X-Y possibilita a avaliação quantitativa de todo o 
plano da amostra e, com recursos ópticos adequados, é possível 
fazer o uso simultâneo de três ou quatro fluorocromos diferen- 
tes. O software do aparelho processa imagens fluorescentes tri- 
dimensionais a partir de uma série automática dessas imagens 
X-Y acumuladas no eixo Z (Figura 6.12) e gira-as ao comando 
do operador. Essas pilhas de imagens no eixo Z são usadas para 
reconstruir a visão tridimensional de uma célula, um tecido ou 
uma organela e oferecem imagens excelentes da estrutura 
celular e molecular. Experiências com a técnica de lapso de 
tempo também podem ser realizadas com microscópio confo- 
cal e com frequência transformam nossa compreensão dos 
eventos antes só vistos em imagens instantâneas. Muitas vezes, 
realmente é preciso ver para crer! 


Citometria de fluxo 


Quando uma população de células é imunocorada para 
determinado marcador (CD4, por exemplo) um subgrupo 
da população pode expressar esse marcador em altos níveis, 
outro subgrupo pode expressar o mesmo marcador em 
baixos níveis e o restante pode ser negativo. Para aumentar 
ainda mais a complexidade, pode-se desejar fazer a avaliação 
simultânea da expressão de outro marcador (CD8, por 


Contraste de fase 


Tubulina 


Composto 


exemplo) para verificar se a expressão dessas proteínas é 
mutuamente exclusiva. A avaliação da porcentagem de 
células de uma população que expressa CD4 ou CD8, ou 
ambos, por microscopia de fluorescência ou microscopia 
confocal seria muito trabalhosa, pois exigiria a contagem 
manual de várias centenas de células para obter dados con- 
fiáveis. Além do trabalho, essas análises também seriam bas- 
tante subjetivas e os resultados variam de acordo com a 
habilidade do operador. Felizmente, o citômetro de fluxo 
é um instrumento que torna essas avaliações triviais, pois 
analisa os níveis de fluorescência associados a milhares de 
células por minuto de modo altamente reprodutível e quan- 
titativo (Figura 6.13) 

Em sua forma mais básica, o citômetro de fluxo é um 
instrumento equipado com sistema de controle de líquido 
capaz de deslocar milhares de células em fila única através 
de uma câmara estreita iluminada por laser. A passagem de 
uma célula imunomarcada através da câmara de fluxo (flow 
cell) excita o fluorocromo associado à célula pelo laser. A 
emissão do fluorocromo é percebida por um detector foto- 
multiplicador sensível que possibilita a quantificação precisa 
da fluorescência associada à célula. Desse modo, é possível 
discriminar rapidamente entre células negativas, levemente 
positivas ou altamente positivas para determinado marcador 
ou antígeno. A maioria dos citômetros de fluxo modernos 
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Figura 6.12 Construção de imagem fluorescente tridimensional com o microscópio confocal. Um folículo tireoidiano esférico 
em um corte espesso de tireoide de rato feito com lâmina de barbear, fixado com formol, foi corado com um conjugado 
rodamina-faloidina que se liga à F-actina (são obtidos resultados semelhantes com conjugados de anticorpos). Embora a 
amostra tivesse grande espessura, focalizou-se o microscópio em planos sucessivos a intervalos de 1 mm desde o topo do 
folículo (imagem nº 1) até metade de sua profundidade (imagem nº 8), de modo que todas as imagens juntas representam um 
hemisfério. Note como a fluorescência em um plano não interfere na fluorescência no outro e que a fotografia composta (imagem 
nº 9) das imagens 1 a 8 mostra toda a coloração fluorescente em foco em toda a profundidade do hemisfério. Fica evidente que 
o anticorpo está corando estruturas hexagonais próximas da superfície apical (interna) das células epiteliais foliculares. Eritrócitos 
são visíveis perto do topo do folículo. (Negativos gentilmente cedidos pela Dra. Anna Smallcombe foram feitos pela equipe da 
Bio-Rad em sistema de imagem confocal Bio-Rad MRC-600 com material fornecido pelo Professor V. Herzog e Fr. Brix da Bonn 
University, Alemanha.) 


diferente para cada um deles) e obter dados relativos à 
expressão dos quatro marcadores quando a célula atravessar 


conta com três ou quatro lasers de diferentes comprimentos 
de onda (com detectores associados) e cada combinação 


laser-detector capta sinais de diferentes fluorocromos o citômetro de fluxo. 


(Figura 6.14). Assim sendo, é possível fazer a imunocolora- 
ção de uma população de células para quatro marcadores 
diferentes (com um anticorpo marcado com fluorocromo 


As boas notícias não terminam aqui; o citômetro de 
fluxo também é capaz de oferecer informações relacionadas 


com o tamanho e a granularidade (densidade de organelas) 
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Figura 6.13 Análise por citometria de fluxo da expressão de 
CD4 e CD8 em timócitos e esplenócitos. Timócitos e 
esplenócitos de camundongo foram corados com anticorpos 
anti-CD4 conjugados a FITC e anti-CD8 conjugados a rodamina. 
Note que a maioria dos timócitos é positiva tanto para CD4 
quanto para CD8 e, portanto, está localizada no quadrante 
superior direito; também são detectados timócitos positivos 
apenas para CD4 (embaixo à direita) ou CD8 (em cima à 
esquerda), bem como células negativas para os dois (embaixo à 
esquerda). No baço, são encontradas poucas células duplo- 
positivas, e a maioria das células (provavelmente células B) é 
negativa para CD4 ou CD8 juntamente com células positivas para 
apenas um desses marcadores. (Dados gentilmente cedidos por 
professor Thomas Brunner e Daniela Kassahn.) 


das células em decorrência do modo de dispersão ou refle- 
xão do laser ao atravessar a célula. Essas últimas informações 
(chamadas de dispersão frontal e lateral) também são muito 
úteis, pois costumam ser suficientes para permitir a discri- 
minação entre tipos celulares distintos (Figura 6.15a). 

Assim, o citômetro de fluxo registra dados quantitativos 
em relação ao conteúdo de antígeno e à natureza física de 
cada célula, com avaliação de vários parâmetros por célula 
para garantir a análise fenotípica de uma célula em vez da 
média da população. A impressionante quantidade de anti- 
corpos monoclonais e de fluorocromos viabilizou análises 
muito detalhadas, com notável contribuição para o diagnós- 
tico de leucemia. 

Também podemos sondar o interior da célula de várias 
maneiras. A permeabilização para permitir a penetração de 
anticorpos fluorescentes (de preferência com pequenos 
fragmentos Fab ou até mesmo fragmentos Fv de cadeia 
única) torna possível a leitura de citocinas e outras proteí- 
nas intracelulares. A análise do ciclo celular é obtida com 
corantes de ligação ao DNA, como iodeto de propídio, 
para medir o conteúdo de DNA (Figura 6.15b) e a detec- 
ção da incorporação de BrdU por anticorpos para visuali- 
zar a síntese de DNA. Além disso, criaram-se sondas 
fluorescentes para pH intracelular, concentração de tiol, 


Ga, Mg” e Na’. 


Outros métodos que empregam 
anticorpos marcados 


Um problema dos conjugados fluorescentes é o desapareci- 
mento relativamente rápido dos sinais emitidos por essas 
sondas; também pode haver fotodegradação do marcador 
fluorescente após exposição a uma fonte de excitação (como 
a luz UV). Na prática, esse não é um problema desde que a 
amostra marcada seja analisada a tempo. No entanto, é pos- 
sível acoplar enzimas, como a fosfatase alcalina (veja a 
Figura 1.10d) ou a peroxidase de raiz-forte, aos anticorpos e 
visualizá-los por métodos histoquímicos convencionais com 
o microscópio óptico (Figura 6.16). Essas colorações têm rela- 
tiva estabilidade e são mais úteis para corar cortes de tecido 
que suspensões celulares. 

O ouro coloidal ligado ao anticorpo está sendo ampla- 
mente usado como imunomarcador eletrodenso em micros- 
copia eletrônica. É possível aplicar no mínimo três diferentes 
anticorpos à mesma seção graças à marcação com partículas 
de ouro de tamanhos diferentes (veja a Figura 8.16). Uma 
nova sonda pequeníssima constituída de fragmentos Fab 
ligados a aglomerados undeca-áuricos (undecagold) torna pos- 
sível a localização espacial mais precisa de antígenos, e seu 
pequeno tamanho enseja a marcação de locais inacessíveis a 
imunomarcadores maiores. No entanto, a visualização clara 
requer um microscópio eletrônico de transmissão com varre- 
dura de alta resolução. 
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Figura 6.14 Sistema óptico de seis 
parâmetros da citometria de fluxo 
para análise de imunofluorescência 
multicolor. A fluorescência celular 
excitada pelo laser azul é dividida em 
sinais verde (fluoresceína) e laranja 
(ficoeritrina), enquanto a 
fluorescência excitada pelo laser 
laranja é refletida por um espelho e 
dividida em sinais quase vermelho 
(vermelho do Texas) e vermelho 
(aloficocianina). A luz azul dispersa 
em pequenos ângulos frontais e a 
90º também é medida nesse sistema, 
oferecendo informações sobre o 
tamanho celular e a granularidade 
interna, respectivamente. TFM, tubo 
fotomultiplicador. (Baseada 
rigorosamente em Hardy R.R. (1998) 
In: Delves PJ. & Roitt I.M. (eds.) 
Encyclopedia of Immunology, 2nd 
edn, p. 946. Academic Press, 
Londres.) O uso recente de três 
lasers e nove fluorocromos diferentes 
melhora ainda mais o sistema, 
oferecendo 11 parâmetros! 
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Figura 6.15 Análise do tamanho e da granularidade da célula e da sua posição no ciclo celular por citometria de fluxo. (a) 
Coloração de sangue periférico com anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD14 seguida por análise de células com características 
de dispersão frontal (FSC) e dispersão lateral (SSC) (em cima à esquerda). As células com baixas características de dispersão 
frontal e lateral (linfócitos, R1) foram analisadas em relação à expressão de CD4 ou CD8, como indicado. As células com altas 
características de dispersão frontal e lateral (monócitos, R2) foram analisadas em relação à expressão de CD14. (Dados gentilmente 
cedidos pelo professor Thomas Brunner.) (b) Análise do ciclo celular de células T Jurkat transformadas por coloração com iodeto 
de propidio. O corante fluorescente de ligação ao DNA, iodeto de propidio, cora células de acordo com o conteúdo de DNA; 
células com conteúdo diploide (2N) normal aparecem na fase G0/G1 do ciclo celular, células em fase de síntese ativa de DNA têm 
conteúdo de DNA maior que 2N e, portanto, estão na fase S, enquanto células com conteúdo de DNA 4N (diploide) estão na fase 
G2 ou em mitose (G2/M). (Cortesia de Dr. Colin Adrain, Trinity College Dublin, Irlanda.) 
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Figura 6.16 Análise imuno-histoquimica de centros foliculares de tonsila humana. Amostras de tonsila humana foram 
preparadas com o corante histoquímico hematoxilina e eosina (H-E) ou imunocoradas com anticorpos contra CD21 (receptor 2 do 
complemento, expresso em células dendríticas foliculares e células B), CD68 (expresso em macrófagos), CD3 (células T), CD20 
(células B) ou uma associação de anti-CD3 e anti-CD20, como mostra a figura. (Imagens gentilmente cedidas pelo Dr. Andreas 


Kappeler, University of Bern, Suíça.) 


Detecção e quantificação de antígenos 
por anticorpos 


Imunoensaio de antígeno por ELISA 


A capacidade de medir a concentração de um analito (i. e., uma 
substância a ser medida) pela ocupação fracionária de seu rea- 
gente de ligação específica é uma característica de todo sistema 
de união a ligantes (Marco histórico 6.1), mas como é possível 
aumentar a quantidade de anticorpos contra quase todas as 
estruturas, a aplicação é mais versátil no imunoensaio. 
Analitos grandes, como hormônios proteicos, costumam 
ser estimados por ensaio não competitivo de dois locais no 
qual tanto o agente de ligação ao ligante original quanto o 
reagente de detecção marcado são anticorpos (Figura M6.1.1). 
Ao usar anticorpos monoclonais contra dois epítopos diferen- 
tes no mesmo analito, o sistema tem maior capacidade de 
discriminar entre dois analitos relacionados; se a reatividade 
cruzada fracionária do primeiro anticorpo para um analito 
relacionado for igual a 0,1 e a do segundo também for 0,1, 
a leitura final de reatividade cruzada será de apenas 0,1 x 0,1, 
ou seja, 1%. Existem ensaios altamente sensíveis para uma 
variedade surpreendente de analitos com emprego de sondas 
quimioluminescentes e fluorescentes com resolução temporal. 


No caso de moléculas pequenas, como fármacos ou hormô- 
nios esteroides, em que é inviável a ligação a dois locais, 
convém usar ensaios competitivos (Figura M6.1.1). 

O ELISA (ensaio imunossorvente ligado a enzima) é 
um dos mais usados para medida de antígenos, tais como as 
citocinas, no soro ou em líquido de cultura celular. A técnica 
é bastante direta e implica imobilização de anticorpo contra 
a proteína de interesse nas cavidades plásticas de uma placa 
de microtitulação. Os locais de ligação a proteínas livres na 
placa são bloqueados por incubação com uma proteína irre- 
levante como a albumina. Em seguida, amostras contendo o 
antígeno de interesse são acrescentadas às cavidades revestidas 
com anticorpos e incubadas por algumas horas para que haja 
captura do antígeno pelo anticorpo. Após a lavagem para 
remover o material não ligado, o antígeno ligado é detectado 
pelo acréscimo de um segundo anticorpo contra um local de 
ligação no antígeno diferente do local reconhecido pelo anti- 
corpo de captura. Agora o antígeno está situado entre os dois 
anticorpos, o que dá origem aos termos “ELISA sanduíche” 
ou ensaio de captura de antígeno. O anticorpo de detecção 
é conjugado a uma enzima, como a peroxidase de raiz-forte 
ou fosfatase alcalina, que, após acréscimo do substrato enzi- 
mático, gera um produto de reação colorido ou quimiolumi- 
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Q Marco histórico 6.1 Ensaios de união a ligantes 


A constatação da possibilidade de medir um ligante pela 
ocupação fracionária (F) de seu agente de ligação 
específico proclamou uma nova ordem de ensaios sensíveis 
de grande aplicação. A princípio, os ensaios de união a 
ligantes foram introduzidos para a dosagem de hormônio 
tireoidiano pela proteína de ligação a tirosina (Ekins) e para 
a estimativa de hormônios por anticorpos (Berson e Yalow). 
Esses achados geraram a tecnologia do radioimunoensaio, 
assim chamada porque era necessário marcar o antígeno 
de algum modo e os candidatos mais adequados eram os 
radioisótopos. 

A relação entre ocupação fracionária e concentração de 
analito [An] é dada pela equação: 


F=1-(1/1 + KAn) 


Figura M6.1.1 O principio de ensaios 
de união a ligantes. O agente de 


união a ligantes pode estar na fase Analito 

solúvel ou unido a um suporte sólido, o 
te E Agente de união 

como mostra a figura; a vantagem do ao ligante 


segundo é a facilidade de separação 
dos analitos ligado e livre. Depois da 
exposição ao analito, é possível 
determinar a ocupação fracionária dos 
locais de união ao ligante por ensaios 
competitivos ou não competitivos pelo 
uso de reagentes marcados (em 
laranja), como mostrado. Ac, 
anticorpo. 


v 
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ocupados com excesso 
de Ac marcado 


ner 
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onde K é a constante de associação da reação de união ao 
ligante. F pode ser medida por ensaios não competitivos ou 
competitivos (Figura M6.1.1) e relacionada com uma curva 
de calibração elaborada com quantidades padronizadas de 
analito. 

Nos ensaios competitivos, a sensibilidade teórica máxima 
é indicada pelo termo e/K, onde e é o erro experimental 
(coeficiente de variação). Supondo que o erro seja de 1% e 
K seja igual a 10"M”, a sensibilidade maxima será de 0,01 
x 10 M = 10º M ou 6 x 10” moléculas/mé. Nos ensaios 
não competitivos, os marcadores de atividade específica 
muito alta poderiam ter sensibilidade de até 10° a 10° 
moléculas/mé em condições ideais. Na prática, porém, 
como a sensibilidade representa a menor concentração de 
analito mensurável em relação a uma base que não contém 
analito, o erro da medida da base representa uma última 
barreira à sensibilidade. 
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Ensaio nao competitivo 


nescente. A comparação entre diversos padrões de concentração 
conhecida torna possível calcular a concentração de antígeno 
nas amostras de teste. 


O ensaio nefelométrico para antígeno 


Se o antígeno for acrescentado a uma solução com excesso de 
anticorpos, há uma relação linear entre a quantidade de com- 
plexo que se pode avaliar por dispersão frontal da luz em 
nefelômetro (veja a p. 170) e a concentração de antígeno. Com 
a pronta disponibilidade de uma grande variedade de anticor- 
pos monoclonais que facilitam a padronização do método, a 
nefelometria é usada com frequência para estimativa de imu- 
noglobulinas, C3, C4, haptoglobina, ceruloplasmina e pro- 
teína C reativa nos laboratórios favorecidos que contam com 
equipamento apropriado. É possível analisar amostras muito 
pequenas, da ordem de 1 a 10 u2. A turvação da amostra pode 
causar problema; “brancos” sem anticorpos podem ser subtraí- 
dos, mas a solução mais satisfatória é acompanhar a veloci- 


Ensaio competitivo 


dade de formação de complexos que é proporcional à 
concentração de antígeno, pois isso evita a necessidade de um 
“branco” separado (Figura 6.17). Como os complexos solúveis 
começam a ser formados quando há excesso de antígeno, é 
importante garantir que o valor do antígeno foi obtido com 
excesso de anticorpos mediante realização de outro controle 
no qual se incluem mais antígenos. 


Imunoeletrotransferência (Western blotting) 


Essa técnica adotada em larga escala pode ser usada para 
determinar a massa molecular relativa de uma proteína e 
explorar seu comportamento em uma mistura complexa de 
outras proteínas. Questões relativas ao estado da proteína de 
interesse — aumentada, diminuída, clivada, fosforilada, glico- 
silada ou ubiquitinada em resposta a determinado estímulo 
— podem ser resolvidas por imunoeletrotransferência. Isso 
exige primeiro a passagem da mistura de proteínas através de 
uma matriz em gel formada por polimerização de acrilamida 
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Figura 6.17 Nefelometria cinética. (a) Depois do acréscimo de antissoro, formam-se pequenos agregados antigeno-anticorpo (veja 
a Figura 6.24) que dispersam a luz incidente filtrada e produzem uma faixa de comprimento de onda de 450 a 550 nm. Na 
nefelometria, mede-se a luz dispersa em ângulo frontal aproximado de 70°. (b) Após o acréscimo da amostra (1), seguida pelo 
anticorpo (2), a velocidade de formação dos agregados (3) é determinada a partir do sinal de dispersão. (c) O software do 
instrumento calcula a taxa máxima de dispersão da luz, que está relacionada com a concentração do antigeno, como mostrado em 
(d). (Copiado do manual de instruções do imunonefelômetro cinético automático “Array” com permissão de Beckman Coulter Ltd.) 


e bisacrilamida entre um par de lâminas de vidro. A eletrofo- 
rese em gel de poliacrilamida (PAGE, do inglês, polyacryla- 
mide gel electrophoresis) de proteínas costuma ser realizada com 
misturas de proteínas desnaturadas por aquecimento em pre- 
sença de um detergente, dodecilsulfato de sódio (SDS). O 
SDS é uma molécula de carga negativa que se liga de modo 
covalente às proteínas ao longo de seu comprimento quando 
expostas ao calor; além de desnaturar a proteína, há geração 
de uma carga negativa proporcional ao seu comprimento. 
Depois de introduzir a amostra de proteína no gel e de aplicar 
um campo elétrico vertical de cima para baixo no gel, as pro- 
teínas são repelidas do polo negativo (catodo) e migram em 
direção ao polo positivo (anodo). Em razão do efeito de 
peneira molecular da matriz do gel, as proteínas da mistura 
são observadas em zonas definidas (bandas), e as menores 
proteínas deslocam-se mais ao longo do gel (Figura 6.18). 

Para analisar a mistura de proteínas separadas por eletro- 
forese com anticorpos a fim de identificar a proteína de inte- 
resse, é necessário que os anticorpos tenham acesso às proteínas 
no gel. Por serem proteínas relativamente grandes, os anticor- 
pos não penetram com facilidade na matriz do gel; a solução 
para esse problema é “transferir” o gel para uma membrana 
com carga positiva que retém e imobiliza as proteínas carre- 
gadas na superfície da membrana (Figura 6.18). Esse proce- 
dimento consiste em aplicar mais uma vez um campo elétrico 
ao gel para estimular a transferência horizontal da proteína 
do gel para a membrana de transferência; o difluoreto de 
polivinilideno (PVDF) e as membranas de nitrocelulose cos- 
tumam ser usados para esse fim. Assim, o material transferido 
pode ser analisado com anticorpos policlonais ou monoclo- 
nais contra a proteína de interesse. A ligação de anticorpo é 
detectada com anticorpos secundários anti-Ig conjugados à 
peroxidase de raiz-forte, seguidos pela aplicação de substrato 
enzimático adequado (Figura 6.19). 


É claro que esse procedimento não tem resultado com 
antígenos desnaturados de modo irreversível por esse deter- 
gente, e é melhor usar antissoros policlonais na transferência 
para aumentar a chance de incluir anticorpos contra quais- 
quer epítopos que sobrevivam à desnaturação, o que ocorre 
em quantidade surpreendente. 


Imunoprecipitação de complexos antigênicos 


Anticorpos imobilizados sobre um suporte sólido, como esferas 
de agarose, são usados para purificar um antígeno em uma 
mistura complexa de outros antígenos a fim de explorar a 
natureza do antígeno e das proteínas a que se liga (Figura 6.20). 
Para ilustrar essa técnica, suponha que tenhamos gerado um 
anticorpo monoclonal contra um receptor da superficie celular, 
como TLR4, que tem papel importante no reconhecimento de 
componentes patogênicos. Nós gostaríamos de imunoprecipi- 
tar (IP) o receptor na esperança (possivelmente va!) de que haja 
uma proteína pendente na cauda citoplasmática do receptor 
que possa lançar alguma luz no mecanismo de sinalização do 
receptor no âmago da célula. Para isso, procederíamos à imu- 
noprecipitação do receptor usando nosso anticorpo monoclo- 
nal anti-TLR4 preparado com carinho e imobilizado em esferas 
de agarose. Então, eliminaríamos o material livre por lavagem 
com centri ão das esferas algumas vezes em tampão de 
lavagem adequado, seguida por aplicação de material imuno- 
precipitado ao gel de SDS-PAGE para ver o que capturamos. 
No caso de imunoprecipitação apenas do receptor, veríamos, 
para nosso óbvio desalento, apenas uma banda no gel junta- 
mente com bandas correspondentes ao anticorpo usado para 
realizar a IP. Todas as bandas inesperadas são proteínas can- 
didatas à interação do receptor que podemos identificar 
selecionando uma amostra do ponto de proteínas do gel e 
submetendo-a à espectrometria de massa ou análise por sequen- 
ciamento de proteína. Os céticos dirão que a teoria costuma 
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Figura 6.18 Princípio de análise por imunoeletrotransferência. (a) Misturas de proteínas desnaturadas são separadas de acordo 
com suas mobilidades relativas em matriz de gel formada por acrilamida e bisacrilamida que podem ser polimerizadas, para formar 
poliacrilamida, entre lâminas de vidro muito próximas (1,0 a 1,5 mm). Antes de serem postas sobre o gel, as proteínas são 
desnaturadas por aquecimento em tampão de amostra contendo SDS, seguido por introdução nas cavidades do gel e aplicação de 
corrente elétrica por 2 a 3 horas. As proteínas separadas são eletrotransferidas para membranas de PVDF ou nitrocelulose, que 
podem ser analisadas com anticorpos, seguidas por detecção de anticorpos ligados usando anti-lg conjugada à peroxidase de 
raiz-forte ou substância semelhante. (b) Gel SPS-PAGE de vários lisados celulares (pistas 1 a 5), proteínas purificadas (pistas 6 a 
12) e marcadores de peso molecular (pista 13) corados com azul de Coomassie para mostrar todas as proteínas que migraram no 
gel. (Dados gentilmente cedidos pelo Dr. Sean Cullen, Trinity College Dublin, Irlanda.) 


ser muito mais simples que a prática. No entanto, conside- 
rando-se que a sensibilidade das técnicas de identificação de 
proteínas cresceu a passos largos nos últimos anos, essas con- 
dutas tornaram-se cada vez mais prolificas. 

A imunoprecipitação também pode ser usada para verifi- 
car se a proteína A liga-se à proteína B mediante coexpressão 
dessas proteínas na mesma célula, seguida por imunoprecipi- 
tação da proteína A (ou proteína B) com emprego de anti- 
corpo adequado e corrida em gel SDS-PAGE. Após a 
transferência do gel para um suporte de membrana por 
Western blotting, é possível sondar a membrana com anticor- 


pos contra a proteína B e verificar se houve coprecipitação 
com a proteína A. Sem dúvida, esta última técnica é o tipo 
mais usado de IP e foi empregada com bons resultados no 
estudo das interações entre proteínas. 


Ensaios de imunoprecipitação 

de cromatina (ChIP) 

Essa interessante modificação da imunoprecipitação tradicional 
analisa o repertório de sequências promotoras gênicas (ou 
outras regiões no DNA) ligadas a um fator de transcrição ou 
outra proteína de ligação do DNA em determinada condição 
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Figura 6.19 Análise por imunoeletrotransferência. Análise de 
processamento da caspase-3 pela protease de CTL/NK, 
granzima B (GzmB). Extratos proteicos, derivados das células T 
Jurkat, foram incubados em concentrações decrescentes de 
granzima B, uma serinoprotease implantada nas células-alvo 
após ataque por CTL ou células NK. Depois, procedeu-se à 
separação de lisados celulares em gel SDS-PAGE, seguida por 
transferência para membrana de nitrocelulose e 
imunoeletrotransferência com anticorpos contra caspase-3. Note 
o processamento (clivagem) da caspase-3 pelas maiores 
concentrações de granzima B, o que ativa o precursor da 
caspase-3 nas células-alvo e promove apoptose. (Dados 
gentilmente cedidos pelo Dr. Colin Adrain, Trinity College Dublin, 
Irlanda.) 


Figura 6.20 Imunoprecipitação de antígeno da membrana. 
Análise de antígenos do MHC classe | ligados à membrana 
(veja a p. 102). As membranas de células humanas pulsadas 
com metionina marcada com *S foram solubilizadas em 
detergente, misturadas com anticorpo monoclonal contra 
moléculas de HLA-A e HLA-B e imunoprecipitadas com 
estafilococos. A autorradiografia (a) do precipitado em 
SDS-PAGE mostra as cadeias HLA-A e HLA-B como um par 
com peso molecular de 43.000 (a seta indica a posição do 
marcador de 45.000). Se as vesículas da membrana forem 
digeridas por protease K antes da solubilização, pode-se 
detectar uma banda marcada com peso molecular de 39.000 
(b) compatível com a orientação transmembrana da cadeia 
HLA: o fragmento C-terminal hidrofílico de 4.000 Da 
estende-se até o citoplasma, e a porção principal, reconhecida 
pelo anticorpo monoclonal e por reagentes de tipagem 
tecidual, é encontrada na superfície celular (veja a 

Figura 4.17). (A partir de dados e autorradiografias gentilmente 
cedidos por Dr. M.J. Owen.) 


experimental. Por exemplo, se quiséssemos explorar a diversi- 
dade de promotores gênicos a que se liga NFkB em condições 
não estimuladas e estimuladas (p. ex., tratamento com LPS), 
recorreríamos a uma experiência de ChIP. Eis como funciona 
o método: as células são incubadas por um período definido, 
com ou sem estímulo (LPS neste exemplo); em seguida, aplica- 
-se breve tratamento com agente químico de ligação cruzada 
(p. ex., formaldeído) para garantir que todo fator de transcrição 
ligado a um promotor continue ligado nas condições do ensaio. 
Depois da ligação química cruzada dos complexos proteína- 
-DNA, efetua-se a lise celular e há sonicação (aplicação de som) 
da mistura para fragmentar o DNA de peso molecular muito 
alto em fragmentos menores e mais fáceis de controlar. A seguir, 
usa-se um anticorpo específico contra o fator de transcrição de 
interesse (nesse caso, NFkB) para imunoprecipitar a proteína 
da mistura. A parte mais engenhosa é que, graças à etapa de 
ligação cruzada, nosso fator de transcrição estará ligado às 
regiões de DNA (i. e., os promotores a que foi ligado) que 
estava transcrevendo ativamente quando encerramos a expe- 
riência. Então, podemos realizar uma PCR nas amostras imu- 
noprecipitadas usando iniciadores (primers) para genes que 
supomos ser regulados pelo fator de transcrição de interesse. Se 
nosso fator de transcrição foi ligado à região promotora de um 
gene, o fragmento de DNA correspondente será amplificado 
ao realizarmos o ensaio PCR na amostra, Assim podemos 
comparar a quantidade de DNA amplificado em condições de 
controle e de tratamento para determinar se o tratamento (i. e., 
LPS, no caso) promoveu a ligação de nosso fator de transcrição 
a promotores gênicos específicos. 


ChiP em ensaios com microarranjos de DNA 


Em outra modificação do ensaio tradicional de ChIP, descrito 
anteriormente, pode-se realizar um ChIP em ensaio com 
microarranjo (chip) de DNA. Assim é possível a análise mais 
global dos fragmentos de DNA imunoprecipitados com 
determinado fator de transcrição, na qual em vez de procurar 
sequências gênicas específicas por PCR, podemos avaliar com 
mais objetividade todos os fragmentos de DNA imunopreci- 
pitados mediante hibridização com microarranjo de DNA 
que tem sequências de uma enorme variedade de genes. Esses 
arranjos podem ter fragmentos de genes, organizados em 
pontos específicos de um suporte sólido (chamado chip), que 
representam todo o genoma, ou podem ser mais restritos e 
ter fragmentos de genes representativos de todas as citocinas, 
ou quimiocinas, e assim por diante. Esse tipo de ensaio exige 
a ChIP tradicional, já descrita, seguida por aplicação dos 
fragmentos de DNA assim capturados sobre um chip de 
DNA. Desse modo, é possível identificar todas as sequên- 
cias de DNA ligadas à proteína de interesse na condição 
experimental. 


Microarranjos de proteínas e anticorpos 


Com a pronta disponibilidade de cópias de cDNA de quase 
todos os genes humanos, é possível agora expressar praticamente 
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qualquer proteína humana “em série” e purificá-la para obter 
homogeneidade usando estratégias moleculares simples. Isso 
também ocorre com genes codificadores de proteínas de várias 
espécies de fungos, de muitas bactérias, da mosca das frutas e 
de outros organismos. Por meio de técnicas de expressão de 
proteína em larga escala, foram produzidos arranjos de proteí- 
nas que contêm milhares de proteínas, ou fragmentos de pro- 
teínas, independentes, dispostas em lâminas de vidro como 
micropontos distintos. Cada microponto desses arranjos 
contém uma só proteína e a identidade da proteína é conhecida 
por sua posição no arranjo. É possível sondar esses arranjos com 
um antissoro, ou anticorpo monoclonal, para identificar o 
espectro de proteínas contra as quais o anticorpo reage. Assim, 
pode ser possível no futuro próximo identificar em uma única 
etapa todo o espectro de autoanticorpos (e seus títulos relativos) 
existentes em uma amostra do paciente. Só é preciso fazer a 
referência cruzada entre os pontos “iluminados” após incuba- 
ção com anticorpo e uma lista que especifica a identidade da 
proteína posta nesses pontos específicos (Figura 6.21). É pro- 
vável que esses arranjos sejam úteis na identificação de novos 
autoantígenos, no rápido diagnóstico e na classificação de dis- 
túrbios autoimunes e também no monitoramento do avanço 
da doença. Outras aplicações são a determinação rápida de 
proteínas com reação cruzada com anticorpos monoclonais ou 
policlonais. Na prática, menores arranjos concentrados em 
determinadas doenças são usados para fins diagnósticos. 

A exemplo dos arranjos de proteínas, também é possível 
fazer arranjos de anticorpos em pontos distintos sobre lâminas 
de vidro ou outros suportes sólidos. Esses arranjos são usados 
para captura simultânea de vários antígenos da mesma 
amostra. Assim, por exemplo, pode-se usar um arranjo de 
anticorpos anticitocina para detectar a presença de várias cito- 
cinas na mesma amostra. 


Mapeamento de epítopos 
Epítopos de células T 


Quando se conhece a sequência primária de toda a proteína, 
a identificação de epítopos de células T é comparativamente 
direta. Como esses epítopos têm natureza linear, pode-se 
empregar síntese em fase sólida multipino para gerar uma 
série de peptídios superpostos, octâmeros ou nanômeros para 
células T citotéxicas e, em geral, decâmeros a tetradecâmeros 
para células T auxiliares (Figura 6.22), e pode-se elucidar sua 
capacidade de reação com clones ou linhagens de células T 
antígeno-específicas para caracterizar os epítopos ativos. 

A extração de epítopos de células T nas quais o antígeno 
não foi caracterizado é uma tarefa mais assustadora. É possível 
produzir coleções de peptídios aleatórias, mas é preciso ela- 
borar estratégias para mantê-las dentro de uma quantidade 
que se possa controlar. Informações reunidas e armazenadas 
em vários bancos de dados podem ser usadas para identificar 
resíduos de ancoragem essenciais e coleções construídas que 
mantenham os aminoácidos relevantes nessas posições. Assim, 
a conduta de exploração da posição emprega uma coleção de 
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Figura 6.21 Análise do soro por microarranjo de proteínas. 
Os arranjos de proteínas, constituídos de milhares de proteínas 
de identidade conhecida arranjadas em ordem específica, 
podem ser sondados com uma amostra do soro do paciente 
para identificar as proteínas contra as quais há anticorpos. Os 
anticorpos ligados são detectados com anticorpo secundário 
anti-lg apropriado que leva à identificação direta das proteínas 
nos pontos positivos. 


peptídios na qual um aminoácido em determinada posição é 
mantido constante e todos os aminoácidos diferentes são 
usados nas outras posições. 


Epítopos de células B 


Quando são epítopos de proteínas lineares formados direta- 
mente por sequências de aminoácidos primárias, a ligação de 
anticorpos a peptídios superpostos individuais sintetizados con- 
forme descrito anteriormente torna possível sua identificação. 
Infelizmente, a maioria dos epítopos em proteínas globulares 
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Figura 6.22 Sintese de sequéncias peptidicas superpostas 
para análise de epítopos (PEPSCAN). Uma série de pinos 
encaixados individualmente nas 96 cavidades de uma 
microplaca cria um local para síntese de peptídio em fase 
sólida. Uma sequência dessas sínteses, como mostra a figura, 
proporciona os ninhos de peptídios necessários. A 
incorporação de uma ligação que pode ser clivada com 
facilidade permite a liberação do peptídio solúvel quando a 
síntese termina. 


reconhecidos por anticorpos são descontínuos, o que dificulta 
bastante o trabalho, já que não se podem prever quais são os 
resíduos com maior probabilidade de aproximação fisica para 
formar o epítopo. Uma vez que pequenas sequências lineares 
podem contribuir para um epítopo descontínuo, a estratégia 
de superposição de peptídios pode dar algumas pistas. 

Uma abordagem promissora desse problema de simulação 
dos resíduos que constituem esses epitopos (denominados 
mimótopos por Mario Geysen) emprega a produção de cole- 
ções de bacteriófagos com todos os hexapeptídios aleatórios 
possíveis. Estes são produzidos por ligação de insertos oligo- 
nucleotídicos degenerados (codificadores de hexapeptídios) a 
uma proteína da cápsula do bacteriófago em vetor adequado; 
a expressão apropriada em E. coli produz até 10° clones dife- 
rentes. A beleza do sistema é que um bacteriófago que expressa 


determinado hexapeptídio na proteína do capsídio externo 
também apresenta a sequência que codifica o hexapeptídio 
em seu genoma (veja a p. 152). Assim sendo, ciclos sequen- 
ciais de seleção, nos quais os fagos reagem com um anticorpo 
monoclonal biotinilado e depois se faz o panning em placa de 
estreptavidina, devem isolar aqueles que têm os peptídios que 
simulam o epítopo reconhecido pelo anticorpo monoclonal; 
então, o sequenciamento do nucleotídio mostrará a estrutura 
do peptídio. 

Até mesmo antígenos não proteináceos podem, às vezes, 
ser simulados com o uso de coleções de peptídios; um exemplo 
é o uso de uma coleção de hexapeptídios de D-aminoácidos 
para identificar um mimótopo para N-acetilglucosamina. 
Outros empregaram uma coleção Fv de cadeia única (scFv) 
para isolar um simulador idiotípico de um carboidrato 
meningocócico. 


Estimativa de anticorpos 


Como antígenos e anticorpos são definidos por suas intera- 
ções mútuas, cada um deles pode ser usado para quantificar 
o outro. Antes de passarmos aos detalhes, vale a pena pergun- 
tar “o que significa ‘conteúdo de anticorpos no soro?” 

Se tivermos uma solução de anticorpos monoclonais, 
podemos definir sua afinidade e especificidade com considerá- 
vel segurança e, se puros e em sua conformação nativa, saberemos 
que a concentração de anticorpos é igual à da imunoglobulina 
mensurável em ng/m/ ou qualquer outra unidade. Quando se 
trata de medir o conteúdo de anticorpos de um antissoro, o 
problema é de outra ordem porque a fração imunoglobulina é 
composta de um enorme conjunto de moléculas cujas abun- 
dância e afinidade variam (Figura 6.23a). 

Pode-se obter uma K, média para toda a IgG por análise 
da interação global com o antígeno por uma equação de ação 
das massas. Mas como é possível definir de modo significativo 
o conteúdo de anticorpos IgG? É claro que a resposta é que 
geralmente se quer descrever anticorpos em termos funcionais 
práticos: um soro protege contra determinada dose infecciosa 
de vírus, promove a fagocitose eficaz de bactérias, possibilita 
a bacteriólise mediada por complemento, neutraliza toxinas 
e assim por diante? Para esses fins, moléculas de afinidade 
muito baixa seriam inúteis porque produzem quantidades 
inadequadas de complexo com o antígeno. 

Na prática de um laboratório de diagnóstico, os testes 
funcionais são trabalhosos e, portanto, dispendiosos, e geral- 
mente se busca um meio-termo usando ensaios imunoquími- 
cos que medem um composto de anticorpos de média a alta 
afinidade e sua abundância. A maioria desses testes mede a 
quantidade total de anticorpos que se ligam a determinada 
quantidade de antígeno; essa poderia ser uma quantidade 
modesta de anticorpos de alta afinidade ou uma quantidade 
muito maior de anticorpos de menor afinidade, ou todas as 
combinações entre esses dois extremos. Comparam-se os 
soros para verificar se o “conteúdo de anticorpos” é alto ou 
baixo, seja por análise da quantidade de anticorpos que se liga 
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a um antígeno em diluição fixa do soro, seja por teste de uma 
série de diluições de soro para identificar em que nível há 
ligação de uma quantidade padronizada de anticorpos apenas 
suficiente para gerar um resultado positivo. Esse é denomi- 
nado título de anticorpos. Para dar um exemplo, um soro 
poderia ser diluído, digamos, 10.000 vezes e o teste de aglu- 
tinação ainda ser positivo (veja a Figura 6.29). Esse título de 
1:10.000 possibilita a comparação com outro soro muito 
“mais fraco” que tenha um título de apenas, digamos, 1:100. 
Note que o título de determinado soro varia com a sensibili- 
dade do teste, pois é necessária a ligação de quantidades muito 
menores de anticorpo ao antígeno em um teste muito sensi- 
vel, como a aglutinação, do que em um teste de baixa sensi- 
bilidade, como a precipitação, que requer alta concentração 
de produto anticorpo-antigeno (Figura 6.23b). 

Em resumo: o “contetido efetivo de anticorpos” de dife- 
rentes soros pode ser comparado observando-se a quantidade 
de anticorpo que se liga 4 quantidade fixa de antigeno de 
teste, ou pode-se determinar o titulo, ou seja, o grau de dilui- 
ção do soro para que o teste se torne negativo. Isso é um 
meio-termo entre abundância e afinidade e, na prática, é 
usado como indicador aproximado da eficácia biológica. 


Figura 6.23 Distribuição de afinidade e abundância de 
moléculas de IgG em um soro. (a) Distribuição de afinidade 
das moléculas de IgG contra determinado antígeno no soro de 
um indivíduo hipotético. Há muitos anticorpos de baixa 
afinidade que seriam incapazes de se ligar com eficácia ao 
antígeno, e uma quantidade muito menor de anticorpos de alta 
afinidade cuja distribuição assimétrica supostamente decorre da 
exposição a infecção. (b) Relação entre distribuição de 
afinidade e positividade em testes de ligação do antígeno. 
Reorganizando a equação de ação das massas, para todas as 
moléculas de igual K, de afinidade e concentração de anticorpo 
não ligado [Ac,]: a quantidade de complexo formado [AgAc] a 
KAcx] para [Ag] fixo. 

Partindo das moléculas de menor afinidade no soro, 
representamos o total acumulativo de anticorpos ligados de 
cada espécie de anticorpo até, inclusive, o representado no 
gráfico. Como seria esperado, os anticorpos de afinidade muito 
baixa não contribuem para os testes. O soro 2 tem mais 
anticorpos de baixa afinidade e quase não tem anticorpos de 
alta afinidade, mas é capaz de produzir complexos apenas 
suficientes para reagir no teste de aglutinação sensível, ainda 
que, ao contrário do soro 1, sejam insuficientes para que a 
precipitina seja positiva. Em vista do “conteúdo” relativamente 
alto de anticorpos, o soro 1 pode ser muito mais diluído que o 
soro 2 e ainda assim ter aglutinação positiva, ou seja, o título é 
maior. O teste de precipitina é menos sensível, exigindo a 
formação de mais complexos, e não é possível diluir muito o 
soro 1 antes de esse teste se tornar negativo, isto é, o título de 
precipitina será muito menor que o título de aglutinação no 
mesmo soro. 


Interações antígeno-anticorpo em solução 
A reação de precipitina clássica 


Quando uma solução de antígeno é acrescentada aos poucos 
a um antissoro potente, formam-se precipitados de antígeno- 
-anticorpo (Figura 6.24a,b). A ligação cruzada do antígeno 
ao anticorpo faz surgir estruturas reticuladas tridimensionais, 
conforme sugeriu John Marrack, que coalescem, principal- 
mente por interação Fc-Fc, e formam grandes agregados que 
se precipitam. À medida que se acrescenta cada vez mais 
antígeno, alcança-se um nível ótimo (Figura 6.24b) depois do 
qual a formação de precipitado é sempre menor. Nesse estágio, 
pode-se mostrar que o sobrenadante contém complexos solú- 
veis de antígeno (Ag) e anticorpo (Ac), muitos de composição 
AgiAc;, AgsÃc, e Ag,Ac (Figura 6.24c). No extremo do 
excesso de antígenos (Figura 6.240), a análise por ultracentri- 
fugação mostra que os complexos estão principalmente na 
forma de Ag,Ac, um resultado diretamente atribuível aos dois 
locais de combinação (divalência) da molécula de anticorpo 
IgG (veja o exame por microscopia eletrônica, Figura 3.10). 

Com frequência, os soros contêm até 10% de anticorpos 
que não se precipitam e são efetivamente monovalentes em 
razão da presença assimétrica de oligossacarídios em um braço 
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de ligação ao antígeno da molécula de anticorpo responsável 
pelo bloqueio estereoquímico do local de combinação. Além 
disso, só se observam precipitados francos quando os antíge- 
nos, e sobretudo os anticorpos, estão presentes em concen- 
trações substanciais. Assim, quando se formam complexos 
que não se precipitam espontaneamente, é preciso aplicar 
métodos mais complexos para detectar e estimar o nível de 
anticorpos. 


Anticorpos não precipitantes podem ser 
detectados por nefelometria 


Os pequenos agregados formados quando se misturam solu- 
ções diluídas de antígenos e anticorpos provocam turvação 
mensurável por dispersão em ângulo frontal de uma luz inci- 


Figura 6.24 Diagrama que representa os complexos 
formados entre um hipotético antígeno tetravalente (+) e um 
anticorpo bivalente (—{) misturados em diferentes proporções. 
Na prática, é improvável que as valências dos antígenos 
estejam no mesmo plano ou sejam formadas por determinantes 
idênticos, conforme sugere a figura. (a) Quando há grande 
excesso de anticorpo, as valências dos antígenos são saturadas 
e a proporção molar Ac:Ag aproxima-se da valência do 
antígeno. (b) Quando há equivalência, a maioria dos antígenos 
e dos anticorpos associa-se para formar grandes redes que se 
agregam e produzem imunoprecipitados típicos. (c) Quando há 
grande excesso de antígeno, situação em que as duas 
valências de cada molécula são rapidamente saturadas, o 
complexo Ag>Ac tende a predominar. (d) Um hapteno 
monovalente une-se às moléculas de anticorpos, mas é incapaz 
de fazer ligações cruzadas. 


dente (nefelometria). É possível obter maior sensibilidade 
pelo uso da luz monocromática de um [laser e acréscimo de 
polietilenoglicol à solução para que haja aumento do tamanho 
dos agregados. Na prática, a nefelometria é mais aplicada à 
detecção de antígenos do que de anticorpos (veja a 
Figura 6.17). 


Complexos formados por anticorpos não 
precipitantes podem ser precipitados 


É possível estimar a relativa capacidade de ligação ao antígeno 
de um antissoro que forma complexos solúveis pelo uso de 
antígeno radiomarcado. O complexo pode ser extraído da 
solução pela mudança de sua solubilidade ou pelo acréscimo 
de reagente anti-imunoglobulina, como mostra a Figura 6.25. 


*Ag + Ac 


Complexo solúvel *AgAc 
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Precipitado *AgAc 


Figura 6.25 Capacidade de ligação de um antissoro contra antigeno marcado (*Ag) por precipitação de complexos solúveis, 
seja (i) por alteração da solubilidade de modo que os complexos se precipitem enquanto o Ag e o Ac não combinados continuem 
em solução, seja (ii) por acréscimo de um anticorpo anti-imunoglobulina precipitante ou estafilococos que ligam o fragmento Fc da 
imunoglobulina à proteína A em sua superficie; depois o complexo pode ser sedimentado por centrifugação. O nivel de marcador 
(p. ex., radioatividade) no precipitado será uma medida da capacidade de ligação ao antígeno. 
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Medida da afinidade de anticorpos 


Como já exposto em capítulos anteriores (veja a p. 121), a 
força de ligação do anticorpo ao antígeno é medida em 
termos da constante de associação (K,) ou seu inverso, a 
constante de dissociação (Kj) que governa a interação rever- 
sível entre eles, e é definida pela equação de ação das massas 
em equilíbrio: 


g= [complexo AgAc] 
“ [Ag livre] [Ac livre] 


Quando os haptenos são pequenos, pode-se empregar 
diálise de equilíbrio para medir a K, mas geralmente os antí- 
genos são maiores e é preciso usar outras técnicas. Uma delas 
consiste em juntar quantidades crescentes de antígeno radio- 
marcado a uma quantidade fixa de anticorpo e separar o 
anticorpo livre do anticorpo ligado por precipitação do com- 
plexo solúvel, conforme descrição anterior (p. ex., por uma 
anti-imunoglobulina). O inverso da concentração de anticor- 
pos ligados, isto é, em complexos, pode ser representado em 
gráfico em relação ao inverso da concentração de antígeno 
livre, permitindo o cálculo da constante de afinidade 
(Figura 6.26a). Em um antissoro obtém-se assim uma cons- 
tante de afinidade que representa a média dos componentes 
de anticorpos heterogêneos e uma medida da quantidade 
efetiva de locais de ligação ao antígeno operantes nos níveis 
máximos de antígeno usados. 

Foram desenvolvidos vários tipos de ELISA que medem 
a afinidade dos anticorpos. Em um sistema, primeiro o anti- 
corpo se liga a seu antígeno e depois acrescenta-se um agente 
caotrópico como o tiocianato em concentração crescente para 
romper a ligação ao anticorpo; quanto maior é a afinidade do 
anticorpo, maior é a quantidade de agente necessária para 
reduzir a ligação. Outro tipo de ELISA para medir a afinidade 
é o sistema competitivo indireto criado por Friguet e associa- 
dos (Figura 6.26b). Uma quantidade constante de anticorpo 
é incubada com uma série de concentrações de antígenos e o 
anticorpo livre em equilíbrio é avaliado por ligação secundária 
a antígeno em fase sólida. Desse modo, os valores de K, não 
são afetados por qualquer distorção do antígeno pela marca- 
ção. Isso destaca mais uma vez a superioridade da determina- 
ção da afinidade pelo estudo da reação primária com antígeno 
no estado solúvel em vez do tipo de conformação alterada 
por ligação a uma fase sólida. 

Cada vez mais, as medidas de afinidade são obtidas por 
ressonância plásmon de superfície. Um chip sensor consti- 
tuído de um anticorpo monoclonal acoplado ao dextrano 
sobre uma película de ouro em um prisma de vidro reflete a 
luz internamente por completo em determinado ângulo 
(Figura 6.27a). O antígeno presente em um pulso de líquido 
liga-se ao chip sensor e, aumentando seu tamanho, altera o 
ângulo de reflexão. O sistema oferece dados sobre a cinética 
de associação e dissociação (portanto, K) (Figura 6.27b) e 


permite comparações entre anticorpos monoclonais e também 
avaliação de efeitos sutis das mutações. 


Aglutinação de partículas recobertas por 
antígeno 


Enquanto a ligação cruzada de antígenos proteicos poliva- 
lentes pelo anticorpo causa precipitação, a ligação cruzada 
de células ou partículas grandes por anticorpos contra antí- 
genos de superfície causa aglutinação. Como a maioria das 
células tem carga elétrica, é necessária uma quantidade 
razoável de ligações de anticorpos entre as duas células para 
superar a repulsa mútua. Assim, pode ser difícil obter a 
aglutinação de células que têm apenas uma pequena quan- 
tidade de determinantes se não forem usados métodos espe- 
ciais como o tratamento complementar com um reagente 
antiglobulina. Do mesmo modo, a maior avidez de anticor- 
pos IgM polivalentes em comparação com a IgG torna os 
primeiros mais efetivos como agente aglutinante, molécula 
por molécula (Figura 6.28). 

As reações de aglutinação são usadas para identificar bac- 
térias e classificar as hemácias; elas foram observadas com 
leucócitos e plaquetas e mesmo com espermatozoides em 
alguns casos de infertilidade masculina por aglutininas do 
espermatozoide. Em vista de sua sensibilidade e conveniência, 
o teste foi ampliado para a identificação de anticorpos contra 
antígenos solúveis usados para recobrir artificialmente eritró- 
citos, látex ou partículas de gelatina. A aglutinação de látex 
recoberto por IgG é usada para detectar fatores reumatoides. 
Testes semelhantes com uso de partículas recobertas de antí- 
genos podem ser realizados em microplacas com fundo em 
U, nas quais é possível observar o padrão de sedimentação no 
fundo das cavidades (Figura 6.29); esse é um indicador mais 
sensível que a aglomeração macroscópica. A quantificação de 
graus mais sutis de aglutinação é obtida por nefelometria ou 
por contador Coulter. 


Imunoensaio para anticorpos com uso de 
antígenos em fase sólida 

O princípio 

O conteúdo de anticorpos de um soro é avaliado pela capa- 
cidade de ligação a antígenos imobilizados por adsorção física 
a um tubo de plástico ou microplaca com muitas cavidades; 
assim, é possível estimar a imunoglobulina ligada mediante o 
acréscimo de anti-Ig marcada, produzida em outra espécie 
(Figura 6.30). Considere, por exemplo, a determinação de 
autoanticorpos contra DNA no LES (veja a p. 496). Ao se 
acrescentar o soro de uma pessoa a uma microplaca recoberta 
com antígenos (nesse caso DNA), os autoanticorpos unem-se 
aos antígenos e as proteínas do soro remanescentes podem ser 
rapidamente eliminadas por lavagem. Agora é possível estimar 
o anticorpo ligado pelo acréscimo de IgG anti-humana de 
coelho purificada marcada com “I; depois de eliminar por 
lavagem o excesso de reagente livre, a radioatividade do tubo 
é uma medida clara do conteúdo de autoanticorpos no soro 
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M Método de Steward-Petty: gráfico de Langmuir modificado 
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Figura 6.26 Determinação da afinidade com antígenos grandes. O equilíbrio entre anticorpo (Ac) e antigeno (Ag) em diferentes 


concentrações é determinado da seguinte maneira: 
(a) Para um antissoro policlonal, pode-se usar a modificação de Steward-Petty da equação de Langmuir: 


1/b=1/(Ac,-c-K,)+1/Ac, 
onde Ac, = total de locais de combinação de Ac, b = concentração de Ac ligados, c = concentração de Ag livre e K, = constante 
de afinidade média. Quando a concentração de Ag é infinita, todos os locais de Ac estão ligados e 1/b = 1/Ac,. Quando metade 
dos locais de Ac estão ligados, 1/c = Ka. 
(b) O método de Friguet et al. para anticorpos monoclonais. Primeiro, estabelece-se uma curva de calibração para anticorpos livres 
por estimativa da proporção de ligação ao antígeno em fase sólida, e faz-se a medida dos anticorpos ligados por anti-lg marcada 
com enzimas (ELISA: veja o texto). Usando a curva de calibração, determina-se a quantidade de Ac livre em equilíbrio com o Ag em 
solução pela verificação da quantidade de Ac que se liga ao Ag em fase sólida (a quantidade de antígeno em fase sólida é 
insuficiente para afetar substancialmente o equilíbrio da solução). A combinação das equações de Klotz e Scatchard obtém: 


AJA A=1+Ka /ao 


onde A, = densidade óptica (DO) de ELISA para Ac na ausência de Ag, A = DO na presença de concentração a, de Ag, na qual a, 
é aproximadamente 10x a concentração de Ac. A inclinação do gráfico indica K4. (As moléculas marcadas são indicadas por um 


asterisco.) 
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Figura 6.27 Ressonância de plásmon de superfície. (a) Princípio: o antígeno (Ag), quando se liga ao chip sensor recoberto por 
anticorpo, altera o ângulo de reflexão. (b) Isso indica a taxa de associação durante o pulso de antígeno e a taxa de dissociação. 
Neste exemplo, o mesmo antígeno foi injetado sobre três anticorpos monoclonais (mAc) imobilizados. As setas apontam o início e o 
fim da injeção de antígeno, que é seguida por fluxo de tampão. Note as diferentes taxas de associação e dissociação dos 
anticorpos. (Dados gentilmente cedidos pelo Dr. R. Karlsson, Biacore AB, e reproduzidos de Panayotou G. (1998) Surface plasmon 
resonance. In: Delves PJ. & Roitt I.M. (eds.) Encyclopedia of Immunology, 2nd ed. Academic Press, com permissão.) O sistema 
pode ser usado com antígeno imobilizado no chip sensor e anticorpo na fase líquida ou pode ser aplicado a qualquer outro ensaio 
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do paciente. A distribuição de anticorpos em diferentes classes 
é determinada pelo uso de antissoros específicos. Vejamos o 
teste radioalergossorvente (RAST, do inglês, radioallergosor- 
bent test) para anticorpos IgE em pacientes alérgicos. O aler- 
gênio (p. ex., extrato de pólen) está unido por ligação covalente 
a um imunoabsorvente, nesse caso um disco de papel, que é 
tratado com soro dos pacientes. Agora é possível estimar a 
quantidade de IgE específica ligada ao papel pelo acréscimo 
de anti-IgE marcada. 


Existe uma grande variedade de marcadores 


Embora ofereçam excelente sensibilidade, os radiomarcadores 
têm muitas desvantagens, entre elas a perda de sensibilidade 
durante o armazenamento por decaimento radioativo, a dete- 
rioração do reagente marcado por lesão por radiação e as 
precauções necessárias para minimizar a exposição humana à 


Figura 6.28 Mecanismo de aglutinação de partículas 
recobertas por antígeno por ligação cruzada a anticorpos para 
formar grandes agregados macroscópicos. Se forem usadas 
hemácias, são necessárias várias ligações cruzadas para 
superar a carga elétrica na superfície celular. A IgM é superior à 
IgG como aglutinadora graças à ligação polivalente e ao maior 
afastamento das células carregadas. 


radioatividade. Portanto, é frequente o uso de outros tipos de 
marcadores em imunoensaios. 

ELISA. As enzimas que geram um produto de reação 
solúvel colorido são os marcadores mais usados atualmente, 
ea peroxidase de raiz-forte (HRP, do inglês, horseradish pero- 
xidase) e a fosfatase alcalina (AP, do inglês, alkaline phospha- 
tase) de intestino de bezerro são, de longe, as mais populares. 
A glicose oxidase de Aspergillus niger, a urease de soja e a 
B-galactosidase de Escherichia coli são outras opções. Um 
recurso inteligente para amplificar a reação da fosfatase é usar 
a nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato (NADP, do 
inglês, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) como 
substrato para gerar NAD, que agora atua como coenzima 
para um segundo sistema enzimático. 

Outros marcadores. A proteína G estreptocócica ou a pro- 
teína A estafilocócica marcadas com enzimas ligam-se à IgG. 
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A conjugação com a vitamina biotina é usada com frequência, 
pois esse conjugado é detectado com facilidade por sua reação 
com a avidina ou estreptavidina ligada à enzima (a segunda 
tem menor ligação de fundo); ambas ligam-se com especifi- 
cidade e afinidade extraordinárias (K = 10“ M”). 

Os sistemas quimioluminescentes por reação de luminol 
catalisada por HRP, nos quais a luz do substrato luminol 
oxidado é intensificada e a duração do sinal é aumentada 
por um reagente potencializador, garantem maior sensibili- 
dade e variação dinâmica. Cabe fazer menção especial aos 


Figura 6.29 Prova de hemaglutinação para autoanticorpos 
antitireoglobulina. Células recobertas por tireoglobulina foram 
acrescentadas a diluições de soros de pacientes. Células não 
recobertas foram acrescentadas a uma diluição 1:10 de soro 
como controle. Em uma reação positiva, as células 
sedimentam-se no fundo da cavidade como um tapete. Por 
causa do formato de “V” dessas cavidades em corte transversal, 
nas reações negativas as células se depositam na base do “V”, 
formando um botão pequeno e reconhecido com facilidade. O 
inverso da máxima diluição do soro que produz uma reação 
positiva inquestionável é denominado título. Os títulos, da 
esquerda para a direita, são: 640, 20, > 5.120, neg, 40, 320, 
neg, > 5.120. O controle no caso do soro nº 46 foi ligeiramente 
positivo e é preciso repetir o teste nesse soro depois da 
absorção com células não recobertas. 


ensaios de fluorescência com resolução temporal que empre- 
gam quelatos de terras raras, como európio 3+, embora esses 
tenham um papel mais importante em ensaios de 
antígenos. 


Detecção da formação de 
imunocomplexos 


Muitas técnicas para detecção de complexos circulantes foram 
descritas e, por causa das variações de tamanho, da capacidade 
de fixação do complemento e da classe Ig dos diferentes 
complexos, convém aplicar mais de um método. Dois 
métodos bastante adequados para uso geral são: 


1 Precipitação de complexos de IgG do soro em concentra- 
ções de polietilenoglicol que não reduzem de maneira sig- 
nificativa a quantidade de monômeros de IgG, seguida por 
estimativa de IgG no precipitado por imunodifusão radial 
simples (SIRD, do inglês, single radial immunodiffusion) ou 


nefelometria com laser; e 
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Figura 6.30 Imunoensaio em fase sólida para anticorpos. Para reduzir a ligação inespecífica de IgG à fase sólida após adsorção 
do primeiro reagente, é comum acrescentar uma proteína irrelevante, como leite em pó desnatado ou albumina sérica bovina, para 
bloquear todos os locais livres no plástico. Note que a conformação de uma proteína costuma se alterar após a ligação ao plástico, 
por exemplo, um anticorpo monoclonal que distingue entre as formas apo e holo do citocromo c em solução combina-se 
igualmente bem às duas proteinas na fase sólida. Às vezes o acoplamento covalente ao plástico carboxiderivado ou a captura do 
substrato antigênico (Ag) por anticorpo em fase sólida diminui esse efeito. 
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2 Ligação de complexos contendo C3b a esferas recobertas 
com conglutinina bovina (veja a p. 20) e estimativa da Ig 
ligada por meio de anti-Ig marcada com enzimas. 


Outras técnicas são: (i) estimativa da ligação de '°I-Clq 
a complexos por coprecipitação com polietilenoglicol, (ii) 
inibição da agregação de partículas recobertas com IgG indu- 
zida por complexos de fator reumatoide e (iii) detecção com 
anti-Ig radiomarcada de complexos séricos capazes de se 
ligarem aos receptores C3b (e, em menor grau, a Fc) na 
linhagem de células Raji. Os soros de pacientes com doença 
por imunocomplexos costumam formar um crioprecipitado 
quando deixados em repouso a 4ºC. Às vezes, a dosagem de 
C3 sérico e seu produto de conversão C3c é útil. 

Os complexos ligados a tecidos geralmente são visualiza- 
dos por coloração imunofluorescente de biopsias com anti- 
-imunoglobulinas e anti-C3 conjugadas (veja a Figura 15.18). 


Isolamento de subpopulações 
de leucócitos 


Em razão da complexidade das interações entre as células do 
sistema imune, muitas vezes é quase impossível distinguir 
qual delas faz o quê para qual, a menos que seja adotada uma 
conduta reducionista mediante purificação de populações 
celulares específicas para estudo isolado. É claro que essa 
conduta também tem armadilhas, já que as populações de 
células purificadas costumam ter comportamentos diferentes 
in vitro e in vivo. No entanto, a combinação de condutas in 
vitro e in vivo foi muito eficiente e cada uma delas tem seu 
papel no arsenal do imunologista. Várias técnicas fazem parte 
da rotina para aprimorar populações de células imunes em 
graus variados de pureza. A maioria emprega características 
peculiares de determinadas populações celulares que variam 
em relação ao tamanho, capacidade de aderir ao plástico ou 
expressão de determinado antígeno da superfície celular. Os 
anticorpos contra determinados marcadores CD são especial- 
mente úteis para isolar populações específicas de leucócitos 
quando usados em conjunto com diversos métodos inteligen- 
tes de panning, como veremos adiante. 


Técnicas para grandes volumes 
Separação por parâmetros físicos 


A separação de células de acordo com as diferentes velocida- 
des de sedimentação, que mostram correlação aproximada 
com o tamanho da célula, pode ser feita pelo gradiente de 
densidade mostrado por centrifugação. É possível aumentar 
a massa celular por ligação seletiva de partículas, como hemá- 
cias, à sua superfície, sendo o exemplo mais notável as rosetas 
formadas quando eritrócitos de carneiro ligam-se ao marcador 
CD2 presente em células T humanas. 

A densidade de flutuação é outro parâmetro útil. A cen- 
trifugação de sangue total em Ficoll-Hypaque (metrizoato de 


sódio) isotônico de densidade 1,077 g/mé deixa as células 
mononuclares (linfócitos, monócitos e células natural killer 
[NK]) flutuando em uma faixa na interface, enquanto os 
eritrócitos e os leucócitos polimorfonucleares, que são mais 
densos, sedimentam-se no fundo do tubo (Figura 6.31). A 
aderência às superfícies plásticas elimina grande parte das 
células fagocitárias, enquanto a passagem por colunas de lá 
de náilon enriquece muito as populações de linfócitos com 
células T à custa das células B. 


p= m 
Sangue Plaquetas 
total . 7 Células 
Centrifugação mononucleares | «camada 
=> do sangue leucocitaria” 
periférico 
Ficoll- 7 (CMSP) 
Hypaque 
4 Eritrócitos 
E” = egranulócitos 


Figura 6.31 Separação de leucócitos por centrifugação em 
gradiente de densidade. O sangue total é delicadamente 
depositado sobre Ficoll-Hipaque? ou meio semelhante de 
densidade conhecida, em seguida procede-se à centrifugação a 
800 g por 30 min. Isso causa a sedimentação de eritrócitos e 
granulócitos no fundo do tubo. Uma “camada leucocitária” de 
células mononucleares do sangue periférico constituída 
principalmente de linfócitos T e B, células NK e monócitos é 
observada na interface entre as duas camadas. 


Separação por parâmetros biológicos 


Células fagocitárias ativas que captam pequenas partículas 
de ferro podem ser manipuladas por um ímã externo. Os 
linfócitos que se dividem em resposta a um ativador poli- 
clonal (veja a p. 224), ou antígeno específico, podem ser 
eliminados quando se permite que incorporem 5-bromode- 
soxiuridina (BrdU); isso os torna suscetíveis ao efeito letal 
da radição UV. 


Seleção por anticorpo 


Existem vários métodos para a seleção de células especifica- 
mente revestidas por anticorpos, e a Figura 6.32 ilustra alguns 
deles. O acréscimo de complemento ou de conjugados de 
toxina anti-lg elimina essas populações. Esferas magnéticas 
recobertas por anti-Ig formam aglomerados com células reco- 
bertas por anticorpos que são facilmente separados das células 
não recobertas. Outra técnica útil de seleção em grandes 
volumes é o panning de células recobertas por antígenos em 
anti-Ig adsorvida a uma superfície. Uma variação desse tema 
usada para isolar células-tronco de medula óssea com anti- 
CD34 é recobrir as células com anticorpo biotinilado e sele- 
cionar com coluna de avidina ou esferas magnéticas com 
avidina. Coquetéis de anticorpos que revestem esferas são 
usados em colunas de separação celular para depleção de 
populações específicas, levando a, por exemplo, linfócitos 
CD4'CD45RA” ou CD4*CD45RO™ enriquecidos. 
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Figura 6.32 Principais métodos de separação de células 
recobertas com um anticorpo específico. 


Seleção de células por FACS 


Células recobertas com anticorpos fluorescentes podem ser sele- 
cionadas por separador de células ativado por fluorescência 
(FACS, do inglês, fluorescence-activated cell sorting) conforme 
descrevem o Marco histórico 6.2 e a Figura 6.33 (veja a discus- 
são mais detalhada em “Citometria de fluxo”, p. 158). A técnica 
é relativamente simples, mas a tecnologia necessária é sofistica- 
díssima. Em geral, as células são coradas com anticorpos contra 
determinados marcadores da superficie celular (como CD4 ou 
CD19), e células positivas ou negativas para esse marcador são 
separadas em diferentes tubos pelo instrumento. 


Enriquecimento de populações 
antígeno-específicas 


A expansão seletiva de células T antigeno-especificas por esti- 
mulação repetida com antígeno e células apresentadoras em 
cultura, geralmente alternada com tratamento com interleu- 
cina-2 (IL-2), leva ao enriquecimento de células T heterogé- 
neas específicas para diferentes epítopos no antígeno. Essas 
linhagens de células T podem ser distribuídas nas cavidades 
de uma microplaca em diluição suficientemente alta para que, 
em média, haja menos de uma célula por cavidade; a estimu- 
lação da proliferação celular com antígeno ou anti-CD3 
produz clones de células T que podem ser mantidos com 
cuidado e atenção obsessivos, mas, nossa, isso pode ser difícil! 
Os hibridomas de células T potencialmente imortais, em 
princípio semelhantes aos hibridomas de células B, podem ser 
criados por fusão de linhagens celulares com uma linhagem 
de células T tumorais e clonagem. 


Geração de células dendríticas in vitro 


Em virtude da dificuldade de isolar grandes quantidades de 
células dendríticas, muitos imunologistas produzem-nas in 
vitro mediante indução de sua diferenciação a partir de medula 
óssea recém-isolada. O procedimento é feito por extração da 
medula óssea dos ossos longos de camundongos, seguida por 
acréscimo de GM-CSF por 11 dias. As células resultantes são 
predominantemente células dendríticas MHC classe II”, 
CD11c, CD8” e sensíveis à estimulação com muitos PAMP. 
Também é possível empregar métodos semelhantes para pro- 
duzir células dendríticas a partir de culturas de esplenócitos. 


Imortalização de células B primárias 


Como as células B primárias morrem logo em cultura, criaram- 
-se procedimentos para a transformação dessas células com 
emprego do vírus Epstein-Barr (EBV), que imortaliza seletiva- 
mente as células B e possibilita seu crescimento ilimitado in 
vitro. O procedimento usado para gerar linhagens de células B 
transformadas por EBV foi criado há 25 anos e ainda é usado 
em larga escala. Partículas de EBV são obtidas pela lise de uma 
linhagem de células infectadas por EBV. Em seguida, inocula-se 
em culturas de linfócitos humanos o vírus livre, que entra nas 
células B através da molécula da superfície celular CD21 (CR2) 
(receptor para fragmentos C3 do complemento). A propagação 
de culturas infectadas por EBV durante várias semanas leva ao 
surgimento de células B imortalizadas. No entanto, podem 
surgir na cultura células T citotóxicas (Tc) específicas contra 
EBV, que destroem as células B infectadas e impedem a pro- 
dução de células transformadas. As técnicas empregadas para 
evitar isso são remover as células T' com métodos de imunode- 
pleção (conforme descrição anterior), inibir a ativação das 
células T por adição de ciclosporina A às culturas ou acrescentar 
ativadores policlonais de células T (como a fito-hemaglutinina 
[PHA]) que estimulam a rápida proliferação e a apoptose das 
células T antes do surgimento de células Tc. 


Interações celulares in vitro 


É óbvio que os métodos apresentados anteriormente para 
depleção, enriquecimento e isolamento de populações celula- 
res individuais tornam possível que o pesquisador estude as 
interações celulares pela associação criteriosa de várias popu- 
lações purificadas. Em geral, essas interações são mais efetivos 
quando as células operam dentro de algum tipo de estroma 
semelhante à estrutura dos tecidos em que há expressão ideal 
da sua função. Por exemplo, a colonização de rudimentos do 
timo fetal murino em cultura com precursores das células T 
torna possível seguir o padrão de proliferação, maturação, 
rearranjo do TCR e seleção positiva e negativa normalmente 
observado in vivo (veja a p. 300). Um sistema ainda mais 
aperfeiçoado acrescenta populações linfoides selecionadas a 
células do estroma desagregadas e derivadas de lobos de timo 
fetal tratados com desoxiguanosina para destruir as células 
linfoides endógenas. As células podem ser centrifugadas, 
obtendo-se um pellet que é cocultivado em gotas suspensas 
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Q Marco histórico 6.2 Separador de células ativado por fluorescência (FACS) 


O FACS foi desenvolvido pelo casal Herzenberg (Leonard e 
Leonore) e seus colegas para medir as moléculas de 
superfície em leucócitos individuais por sua reação com 
anticorpos monoclonais marcados com fluorocromo e para 
usar os sinais gerados na separação de células de fenótipo 
definido em mistura heterogênea. 

Nesse aparelho elegante mas complexo, as células 
fluorescentes fluem obedientemente em fila única e passam 
por um feixe de laser. A avaliação quantitativa do sinal 
fluorescente em tubo fotomultiplicador em posição 
adequada transmite um sinal para a célula quando esta 


emerge em uma única gotícula; a célula adquire carga e 
pode ser separada em um campo elétrico (Figura M6.2.1). 
A sofisticação pode ser ainda maior com o uso de lasers e 
fluorocromos adicionais e dispersão da luz tanto frontal 
quanto a 90º. A seção sobre citometria de fluxo oferece 
mais detalhes e descreve o uso dessa técnica para análise 
multiparamétrica quantitativa de populações de uma única 
célula (veja a Figura 6.14). É suficiente dizer que esses 
últimos aparelhos de FACS possibilitam o isolamento de 
células com fenótipo complexo de uma população 
heterogênea com alto grau de discriminação. 
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Figura M6.2.1 Princípio do FACS para citometria de fluxo da fluorescência em células coradas (círculos com aro verde) e 
separação física das células não coradas. O sinal de carga pode ser ativado para separar células de alta e baixa fluorescência e, 
usando dispersão da luz, grandes e pequenas, bem como mortas e vivas. 


(hanging drops); por ocasião da transferência para condições 
de cultura normal de órgãos depois de algumas horas, há 
reagregação em lobos intactos, como em um passe de mágica, 
e então se revelam os vários processos de diferenciação e 
maturação. 

É possível produzir animais com basicamente uma única 
especificidade de células T mediante a introdução de genes de 
receptor a e 3 de células T oriundos de um clone de células T, 
como um transgene (veja adiante); como os genes já estão 
reorganizados, sua presença em todas as células T em desenvol- 
vimento desativam todas as outras recombinações do gene VB. 

Não houve sucesso na clonagem de células B primárias, 
pois elas morrem logo depois da introdução em cultura 
celular. É possível, porém, cultivar hibridomas de células B 
imortalizadas ou linhagens de células transformadas por EBV, 
e, a exemplo das células T, foram gerados animais transgênicos 
que expressam o mesmo anticorpo em todas as células B. 


Análise da expressão gênica 


A análise dos padrões de expressão gênica pode dizer muito 
sobre o que uma célula ou uma população de células está 
fazendo, ou prestes a fazer, em determinado momento. Para 
analisar a coorte de genes expressos por uma população de 
células, seja em nível constante ou em resposta a dado esti- 
mulo, extrai-se e analisa-se o RNA mensageiro (mRNA) por 
um método que possibilita a detecção dos genes de interesse. 
A análise do mRNA pode ser feita por Northern blot, no 
qual uma única sonda gênica é hibridizada com a amostra 
de mRNA, ou por PCR via transcriptase reversa (RT-PCR), 
na qual, para amplificar os genes de interesse, faz-se pri- 
meiro uma cópia cDNA usando a transcriptase reversa e, 
em seguida, faz-se a amplificação do gene por meio de 
primers específicos complementares à sequência de interesse. 
Embora as técnicas de Northern blot e RT-PCR possam 
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Figura 6.33 Separação de células T de memória ativadas no sangue periférico (positivas para CD45RO) de células T virgens 
(naive) (negativas para CD45RO, mas positivas para a isoforma CD45RA) no FACS após coloração da superfície das células vivas a 
frio com um anticorpo monoclonal fluorescente contra CD45RO (veja a p. 265). As células não separadas mostraram dois picos (a); 
as células com intensidade de fluorescência menor que o limite arbitrário foram separadas das outras com maior intensidade, 
resultando em populações (b) negativas (CD45RA) e (c) positivas (CD45RO), ambas testadas em relação à resposta proliferativa a 
uma mistura de dois anticorpos monoclonais anti-CD2 (OKT11 e GT2) na presença de 10% de células apresentadoras de antígenos 
(d). Depois de 3 dias houve acréscimo de “H-timidina e contagem das células depois de 15 h. Houve evidente proliferação da 
população de células de memória, mas não da população de células virgens (naive). (Dados gentilmente cedidos por D. Wallace e 


R. Hicks.) 


oferecer informações relativas a mais de um transcrito, isso 
costuma exigir quantidades significativas de mRNA e é rela- 
tivamente lento. 

O desenvolvimento atual de tecnologias de microarranjo 
torna possível a medida simultânea da expressão de milhares 
de genes em uma única experiência. Oligonucleotídios ou 
fragmentos de cDNA são depositados por meio robótico 
sobre um chip gênico e o cDNA gerado, por exemplo, a partir 
do mRNA de célula T é marcado e hibridizado com os genes 
no microarranjo. Isso assegura a comparação quantitativa da 
expressão de cada gene no chip. A reunião desses dados pos- 
sibilita construir um quadro completo mostrando quais genes 
são expressos em quais células (Figura 6.34). Uma área na 
qual essa tecnologia está sendo aplicada com rapidez é a 
análise de diferenças da expressão gênica entre uma célula 
tumoral e seu equivalente normal, assim esclarecendo possí- 
veis alvos para intervenção terapêutica. 


No entanto, nem tudo que reluz é ouro e é verdade que 
os microarranjos de DNA não são a solução de todos os 
nossos problemas. A atividade de fundo é uma característica 
problemática desse tipo de técnica e, muitas vezes, ameaça 
encobrir dados interessantes em uma cacofonia de ruídos 
experimentais. Sistemas experimentais bem controlados são 
essenciais para as técnicas de microarranjo em grande escala, 
caso contrário qualquer diferença da expressão gênica obser- 
vada poderia ser causada pelo bater da porta da incubadora 
de cultura de tecido e não pelo estímulo planejado. Nessas 
situações, como dizem, “se entra lixo, sai lixo”. 


Avaliação da atividade funcional 


A atividade das células fagocitárias 


A Tabela 6.1 resume os principais testes empregados na ava- 
liação da função dos neutrófilos. 
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Figura 6.34 Expressão gênica durante o desenvolvimento e 
a ativação dos linfócitos. Os dados foram gerados a partir de 
mais de 3,8 milhões de medidas da expressão gênica feitas 
em 13.637 genes com uso de 243 microarranjos. Cada 
experiência representa uma população celular diferente. Por 
exemplo, a experiência 1 empregou células tímicas fetais CD4* 
ativadas de modo policlonal, enquanto a experiência 2 mostra 
a mesma população antes da estimulação. Genes 
superexpressos ou induzidos são coloridos de vermelho, e os 
genes subexpressos ou reprimidos, de verde. Algumas 
assinaturas da expressão gênica tornam-se aparentes nas 
diferentes populações celulares, indicadas à direita. Por 
exemplo, a assinatura da expressão gênica de células T inclui 
CD2, TCR, moléculas sinalizadoras de TCR e muitas citocinas. 
(Reproduzida com permissão dos autores e editores de 
Alizadeh A.A. & Staudt L.M. (2000) Current Opinion in 
Immunology 12, 219.) 


Reatividade das células dendríticas 


Como já comentamos no Capitulo 1, as células dendriticas e 
outras APC, como os macrófagos, geralmente respondem a 
padrões moleculares associados ao patógeno (PAMP, do inglês, 
pathogen-associated molecular patterns) e a padrões moleculares 
associados a risco (DAMP, danger-associated molecular patterns) 
mediante secreção de citocinas, bem como aumento da expres- 


Tabela 6.1 Avaliação da função dos neutrófilos. 


Teste 


Medida da captação de 
partículas como látex ou 
bactérias por contagem ou 
quimioluminescência 


Função 
Fagocitose 


Explosão respiratória Medida da redução de 


nitroazul de tetrazólio 


Destruição intracelular Teste microbicida que usa 


Staphylococcus aureus viável 


Movimento através de filtros 
segundo o gradiente de 
concentração de agentes 
quimiotáticos como formil.Met. 
Leu.Phe 


Avaliação por coloração com 
anticorpo monoclonal 


Migração direcional 


Aumento da expressão 
de LFA-1 e CR3 de 
superfície 


são de ligantes de superfície da família B7 e de moléculas do 
MHC classe II (veja a Figura 1.27). A estimulação de células 
dendríticas e dos macrófagos por PAMP também costuma levar 
à produção de várias citocinas, como TNE, IL-1B, IL-6, IL-8, 
GM-CSE IFNa, IFNB e outros. Assim, a produção de citoci- 
nas é um método conveniente de análise da ativação de células 


dendríticas e macrófagos mediada por PAMP. 


Reatividade dos linfócitos 


Quando estimulados por antígeno ou ativadores policlonais 
in vitro, os linfócitos geralmente se dividem (veja a Figura 4.1) 
e liberam citocinas. A divisão celular normalmente é avaliada 
pela incorporação de *H-timidina radiomarcada ou UdR 
(5-iododesoxiuridina) marcada com I ao DNA das células 
em divisão. Também é possível avaliar a divisão celular por 
incorporação de corantes liofílicos fluorescentes, como CFSE, 
à membrana plasmática de linfócitos ou outras células. Após 
a divisão de células marcadas dessa maneira, o corante fluo- 
rescente é dividido por igual entre as células-filhas, de modo 
que cada uma tem apenas metade do conteúdo de corante da 
célula-mãe (Figura 6.35a). A diminuição do conteúdo de 
corante na membrana pode ser medida com precisão pelo 
citômetro de fluxo, que informa o número de divisões de uma 
célula depois da marcação (Figura 6.35b). Esse método é útil 
principalmente quando se usam populações de células mistas, 
em que é importante saber que tipo celular está se dividindo; 
a marcação da membrana de células purificadas, seguida pelo 
acréscimo dessas células a uma população celular mista ou até 
mesmo pela injeção em um animal, torna possível acompa- 
nhar o número de divisões subsequentes das células marcadas 
por meio da medida da quantidade de corante. 

As citocinas liberadas no meio de cultura podem ser 
medidas por imunoensaio ou por bioensaio que empregue 
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Figura 6.35 Análise de proliferação 
celular por marcação com CFSE. 
Podem-se marcar linfócitos, ou outras 
células com potencial proliferativo, com 
o corante lipofílico fluorescente, CFSE, 
e depois analisar a distribuição do 
corante fluorescente entre as células- 
filhas. (a) Representação esquemática 
de uma experiência de marcação com 
CFSE e os gráficos correspondentes 
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de estimulação; imagem à direita: 
estimulação com anti-CD3. Os números 
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e as barras na parte superior de cada 
histograma referem-se aos respectivos 
picos de divisão, e o pico de células 
não divididas está na extrema direita de 
cada histograma. (Cortesia do Dr. 
Antione Attinger.) 
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uma linhagem celular cujos crescimento e sobrevivência 
dependam de uma citocina específica. As células individuais 
que sintetizam citocinas podem ser contadas no citômetro de 
fluxo por permeabilização e coloração intracelular com anti- 
corpo marcado (veja adiante); outra opção é a técnica 
ELISPOT (veja adiante). Como de costume, a biologia mole- 
cular oferece informações úteis, já que é mais sofisticada, pois 
células T transfectadas com uma construção /acZ acentuadora 
de IL-2 acionam a expressão de /acZ B-galactosidase quando 
há ativação da resposta da citocina IL-2 (veja a p. 219), o que 
pode ser facilmente revelado com um substrato enzimático 
fluorescente ou cromogênico. 

A capacidade das células T citotóxicas de destruírem os 
alvos celulares por mecanismos extracelulares geralmente é 
avaliada por um ensaio de liberação de cromo. As células-alvo 
são marcadas com *'Cr e a liberação de proteína radioativa 
para o meio maior que a observada em controles é o índice 
de citotoxicidade. O teste é repetido com diferentes propor- 
ções de células efetoras e células-alvo. Uma técnica seme- 
lhante é empregada para medir a destruição extracelular por 
células NK de alvos recobertos ou não recobertos por anti- 
corpos. Agora, é preciso atenção na interpretação de ensaios 
in vitro. Como é possível manipular as condições de cultura 
dentro de limites amplos, pode-se obter um resultado que não 
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seria alcançado in vivo. Vamos ilustrar esse ponto tomando 
como referência a citotoxicidade para células murinas infec- 
tadas pelo vírus da coriomeningite linfocítica (LCMV, do 
inglés, lymphocytic choriomeningitis virus) ou virus da estoma- 
tite vesicular (VSV, do inglés, vesicular stomatitis virus). A 
técnica in vitro mais sensível é a liberação de cromo das 
células-alvo após estimulação secundaria dos linfócitos. No 
entanto, isso leva 5 dias, durante os quais relativamente 
poucos precursores de células T citotóxicas CD8 de memória 
reproduzem-se e ultrapassam o limiar necessário para que o 
ensaio seja mensurável. Apesar disso, um ensaio de citotoxi- 
cidade fraco nessas condições não foi refletido por nenhuma 
das avaliações in vivo da função antiviral, o que significa que 
não tiveram relevância biológica. 


Detecção de subgrupos de células T por 
coloração para expressão de citocinas 


A produção de citocinas por populações de células T foi, 
durante muitos anos, realizada na população, usando ensaios 
ELISA, por exemplo. O motivo é que as citocinas, com 
algumas exceções, costumam ser secretadas rapidamente à 
medida que são sintetizadas. No entanto, duas técnicas 
tornam possível medir a produção de citocinas diretamente 
na célula. Uma delas emprega inibidores da exportação de 
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citocina (p. ex., venenos metabólicos como a brefeldina A, 
que aprisiona citocinas no retículo endoplasmático) para blo- 
quear a secreção de citocina de tal modo que essas moléculas 
possam ser imunocoradas depois da permeabilização celular. 
As populações celulares tratadas desse modo podem ser 
coradas para citocinas intracelulares com o emprego de 
anticorpos específicos e, em seguida, analisadas por citometria 
de fluxo, como já descrito. A outra técnica emprega anticor- 
pos biespecíficos que se ligam simultaneamente a um marca- 
dor de células T (como CD4) enquanto o outro Fab é 
específico para uma citocina. Nessa aplicação da técnica, as 
citocinas são capturadas à medida que são secretadas pelas 
células, mas, em razão da natureza biespecífica do anticorpo, 
que está preso à superfície celular, a citocina também se liga 
de modo estável à célula que a produz. A citocina capturada 
é detectada com o uso de um anticorpo diferente específico 
para citocina conjugado a um fluorocromo. 


Apoptose 


A morte celular programada é frequente no sistema imune e 
é muito importante para a resolução de respostas imunes. Em 
geral, a expansão clonal estimulada por antígeno das células 
Te B é seguida pela morte de muitas dessas células em um 
período relativamente curto; as demais células constituem a 
população de células de memória. A interferência nesse pro- 
cesso de eliminação celular pode levar ao acúmulo de linfó- 
citos, o que pode comprometer a tolerância e acarretar 
autoimunidade. O receptor Fas (CD95) tem papel impor- 
tante na tolerância periférica e no controle homeostático das 
populações de linfócitos; a inativação dessa proteína receptora 
da membrana, ou de seu ligante, no camundongo causa 
aumento acentuado do baço e dos linfonodos por acúmulo 
de linfócitos que normalmente seriam eliminados por apop- 
tose Fas-dependente (Figura 6.36). A ocupação do receptor 
Fas em linfócitos ativados normalmente leva à rápida indução 
de apoptose nessas células (Figura 6.7). As células T citotóxi- 
cas também eliminam células-alvo mediante a indução da 
apoptose por várias estratégias. A apoptose também é impor- 
tante para moldar os repertórios de células T e B; a seleção 
negativa de ambas as populações de linfócitos implica a esti- 
mulação de apoptose. 

Existem várias técnicas para medir a apoptose, que variam 
de avaliação morfológica (Figura 6.7) à exploração das altera- 
ções bioquímicas celulares ocorridas durante esse processo. 
Um dos ensaios mais usados para apoptose tira vantagem do 
fato de que a fosfatidilserina (PS), um fosfolipídio normal- 
mente limitado à lâmina interna da membrana plasmática, é 
exposta na lâmina externa durante a apoptose. É detectada 
com facilidade quando se usa anexina V, uma proteína de 
ligação à PS, marcada com fluorescência; há aumento acen- 
tuado da ligação da anexina às células apoptóticas em com- 
paração com células saudáveis (Figura 6.37). 

Outros ensaios aproveitam o fato de que a fragmentação 
extensa do DNA também é uma característica comum da 
apoptose e pode ser avaliada por eletroforese em gel de agarose 


Linfonodos 


Tipo selvagem 


Figura 6.36 Aumento acentuado do baço e dos linfonodos 
de camundongos knockout para Fas. Comparação dos 
linfonodos e do baço de camundongos do tipo selvagem e 
knockout para Fas. Os dois órgãos estão aumentados em cerca 
de 20 vezes no camundongo knockout em razão do acúmulo 
de excesso de células T e B por falha da deleção periférica 
nesses animais. (Gentilmente cedida pelo professor Shigekazu 
Nagata e adaptado de Adachi M. et al., 1995 Nature Genetics 
11, 294, com permissão.) 


do DNA extraído de células apoptóticas ou pelo ensaio 
TUNEL (do inglês, Td7-mediated dUTP nick end labeling, 
marcação das extremidades cortadas de dUTP [desoxiuridina 
trifosfato] mediada por TdT) para acrescentar nucleotidios 
biotinilados às extremidades 3’ de fragmentos do DNA, que 
podem ser detectados com estreptavidina marcada fluores- 
cente. Vários membros da família caspase das cisteína protea- 
ses são ativados durante a apoptose, o que é avaliado por 
imunoeletrotransferência (Figura 6.19) ou por substratos 
peptídicos sintéticos marcados que podem ser clivados por 
caspases ativas. 


Frequência dos precursores 


A magnitude das respostas dos linfócitos em cultura tem 
estreita relação com a quantidade de linfócitos antígeno-espe- 
cíficos capazes de responder. Em razão da clonalidade das 
respostas, é possível estimar a frequência desses precursores 
antígeno-específicos por análise de diluição limitante. O 
princípio básico do método é o fato de que quando se pegam 
várias alíquotas replicadas de determinada suspensão celular 
que supostamente conteria, em média, um precursor por alí- 
quota, a análise de distribuição de Poisson mostra que 37% 
das alíquotas não contêm células precursoras (por aleatorie- 
dade da amostra). Assim, se alíquotas forem produzidas a 
partir de uma série de diluições de uma suspensão celular e 
incubadas em condições que permitam o amadurecimento 
dos precursores e seu reconhecimento por algum esquema de 
amplificação, sabe-se que a diluição em que houver resposta 
negativa em 37% das alíquotas contém uma média de uma 
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Figura 6.37 Análise da apoptose por marcação com anexina V. A fosfatidilserina (PS) é exteriorizada na lâmina externa da 
membrana plasmática durante a apoptose e pode ser detectada com facilidade usando-se a proteína de ligação à PS, anexina V. (a) 
Células linfoblastoides T humanas não tratadas; e (b) células linfoblastoides T apoptóticas foram coradas com anexina V conjugada 
a FITC (Dados gentilmente cedidos pela Dra. Gabriela Brumatti.) 


célula precursora por alíquota. Desse modo, é possível calcu- só célula por cavidade), já que a maioria das células, com 
lar a frequência de precursores na suspensão celular original. poucas exceções, requer sinais de outras células para sobrevi- 
A Figura 6.38 mostra um exemplo com alguns detalhes. ver. Martin Raff mostrou que as células costumam sofrer 

Afirmou-se que a análise de diluição limitante costuma apoptose na ausência desses sinais. Uma medida precisa da 
subestimar a verdadeira frequência dos precursores. É prová- porcentagem de linfócitos que tem um receptor antigênico 
vel que isso ocorra porque as células geralmente são sobrevi- específico é obtida por citometria de fluxo das células coradas 
vem muito bem quando cultivadas em isolamento (i. e., uma com antígeno marcado. No caso das células B isso é bastante 
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Figura 6.38 Análise de diluição limitante da frequência de precursores de células T citotóxicas em células esplénicas de um 
camundongo BALB/c estimuladas com células esplênicas C57BL/6 irradiadas como antígeno. As células esplênicas reativas de 
BALB/c foram organizadas em 24 réplicas em cada concentração testada junto com antígeno e um excesso de fatores auxiliares T. 
Observou-se a geração de citotoxicidade em cada cavidade por acréscimo de células tumorais do haplótipo C57BL/6 marcadas 
com *'Cr (EL-4); em seguida, a citotoxicidade foi revelada por medida da liberação no meio de material intracelular solúvel marcado 
com *'Cr. (a) Os pontos mostram a porcentagem de lise específica de cavidades individuais. A linha tracejada indica três desvios 
padrão acima do controle de liberação média, e cada ponto acima dessa linha é contado como positivo para citotoxicidade. (b) Os 
dados são representados em gráfico em termos da porcentagem de cavidades negativas em cada concentração de células reativas 
acima da faixa de titulação dos dados (5 x 10°“/cavidade a 0,625 x 10/cavidade). A linha tracejada foi desenhada em 37% de 
cavidades negativas e corta a linha de regressão, apontando uma frequência de precursores (T.,) de 1 em 2.327 células reativas. A 
linha de regressão tem valor r° de 1,00 nessa experiência. (Reproduzida com permissão de Simpson E. & Chandler P. (1986) In: 
Weir D.M. (ed.) Handbook of Experimental Immunology, Figura 68.2. Blackwell Scientific Publications, Oxford.) 
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direto, visto que seus receptores de antígenos reconhecem o 
antígeno nativo. No entanto, só há pouco tempo esse artifício 
técnico, na forma de tetrameros peptidio-MHC, levou essa 
técnica às células T (Figura 6.39). Essa técnica supera o pro- 
blema da afinidade intrínseca relativamente fraca do TCR 
pelo peptídio-MHC apresentando um peptidio-MHC mar- 
cado como tetrâmero polivalente, o que explora o efeito 
bônus da polivalência (veja a p. 126). Os complexos peptídio- 
-MHC são produzidos permitindo-se que moléculas recom- 
binantes do MHC dobrem-se de novo com o peptídio 
sintético apropriado. As moléculas de MHC recombinante 
são biotiniladas em extensão carboxi-terminal especial, que 
garante que a biotina seja incorporada a uma distância do 
local ao qual se liga o TCR, e misturadas com estreptavidina 
marcada fluorescente, que não só se liga à biotina com afini- 
dade muito alta, mas também tem valência de quatro em 
relação à biotina — daí a formação de tetrâmeros. 

Estão surgindo muitas adaptações dessa tecnologia. Por 
exemplo, a incubação de tetrâmeros ligados ao TCR cognato 
leva à interiorização a 37ºC; é possível eliminar linfócitos T 
individuais de uma única especificidade por meio de sua 
marcação com uma toxina. Outra técnica é usar o FACS para 
separar diretamente células coradas em uma microplaca 
ELISPOT na qual é medida a secreção de citocinas, propi- 
ciando a análise funcional das células. 


Contagem de células produtoras de anticorpos 
A técnica de imunofluorescência sanduíche 


Esse é um procedimento em dupla camada designado para 
visualizar anticorpos intracelulares específicos. Se, por exemplo, 
desejássemos saber quantas células em uma preparação de 
tecido linfoide estavam sintetizando anticorpos contra polissa- 
carídio pneumocócico, primeiramente fixaríamos as células 
com etanol para evitar a eliminação do anticorpo por lavagem 
durante o teste e depois trataríamos com uma solução do antí- 
geno polissacarídico. Após a lavagem, seria acrescentado um 
anticorpo contra o polissacarídio marcado com fluoresceína 
para localizar as células ligadas especificamente ao antígeno. 

O nome do teste decorre do fato de que o antígeno fica 
entre o anticorpo presente no substrato celular e o anticorpo 
acrescentado na segunda camada, como em um sanduíche 
(Figura 6.80). 


Técnicas de placa 


A quantidade de células secretoras de anticorpos pode ser 
verificada mediante diluição em um meio no qual o anticorpo 
produzido por cada célula provoque um efeito observado com 
facilidade. Em uma técnica, desenvolvida a partir do método 
original de Niels Jerne e Albert Nordin, as células de um 
animal imunizado com eritrócitos de carneiro são suspensas 
com um excesso de hemácias de carneiro e complemento 
dentro de uma cavidade rasa formada entre duas lâminas de 
microscópio. A incubação leva as células produtoras de anti- 
corpos a liberarem imunoglobulina, que recobre as hemácias 
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Figura 6.39 Tetrâmero peptídio-MHC. Um único complexo 
peptídio-MHC marcado com fluorocromo (em cima à direita) 
tem apenas baixa afinidade pelo TCR e, portanto, é uma sonda 
muito insensível para o receptor cognato. No entanto, a 
biotinilação (*) das moléculas do MHC, seguida por mistura 
com estreptavidina, que tem valência igual a quatro para ligação 
à biotina, forma um complexo tetramérico cuja afinidade 
funcional (avidez) é muito maior quando usado como sonda 
para TCR específicos na superfície da célula T. 


adjacentes. O complemento então provoca a lise das células 
revestidas e observa-se uma placa sem hemácias ao redor de 
célula formadora de anticorpo (Figura 6.40). As placas diretas 
obtidas dessa maneira mostram principalmente as células pro- 
dutoras de IgM, pois esse anticorpo tem alta eficiência hemo- 
lítica. Para demonstrar as células que sintetizam IgG, é 
necessário aumentar a ligação do complemento ao complexo 
hemácia-anticorpo IgG pelo acréscimo de soro de coelho 
anti-IgG; as “placas indiretas” assim surgidas são usadas para 
determinar a quantidade de células produtoras de anticorpos 
de diferentes subclasses de imunoglobulinas, desde que se 
disponha dos antissoros de coelho apropriados. O método é 
ampliado usando-se um antígeno, como o polissacarídio 
pneumocócico, para recobrir a hemácia ou pelo acoplamento 
de grupos hapteno à superfície do eritrócito. 

Na modificação ELISPOT, a suspensão de células produ- 
toras de anticorpos é incubada em microplacas que contêm 
filtros recobertos por antígeno. O anticorpo secretado é cap- 
turado localmente e visto, após a retirada das células, por 
tratamento com anti-Ig marcada com enzima e ocorrência da 
reação colorida com o substrato. É fácil contar os pontos 
macroscópicos (Figura 6.41). 


Manipulação do sistema imune em 
modelos animais 


É incrível o que podemos aprender sobre o sistema imune 
dos vertebrados com o camundongo de laboratório. Há 
muitas maneiras engenhosas de manipulação do sistema 
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Figura 6.40 Técnica de placa de Jerne para determinar a quantidade de células produtoras de anticorpos (modificação de 
Cunningham). (a) Técnica direta para células que sintetizam hemolisina IgM. A técnica indireta de visualização das células 
produtoras de hemolisinas IgG exige o acréscimo de anti-IgG ao sistema. A diferença entre as placas obtidas pelos métodos direto 
e indireto indica a quantidade de placas “IgG”. O ensaio de placa inversa determina a quantidade total de células produtoras de IgG 
pela captura da Ig secretada em hemácias recobertas por anti-lg. Vários ensaios podem ser realizados por uma modificação com 
uso de microplacas. (b) Fotografia das placas mostradas como áreas circulares escuras (algumas indicadas por setas) sob 
iluminação com fundo escuro. O tamanho varia de acordo com a afinidade pelo anticorpo e a velocidade de secreção pelas células 
produtoras de anticorpos. (Cortesia de C. Shapland, P. Hutchings e professor D. Male.) 


imune murino para destrinçar as complexidades da função 
imune. Apresentamos a seguir uma pequena seleção de 
técnicas. 


Transferência de células adotivas 


É possível usar doses relativamente baixas de raios X ou radia- 
ção y para eliminar linfócitos endógenos, poupando outros 
tecidos, e em seguida transferir linfócitos específicos contra 
determinado antígeno para estudá-los em relativo isolamento 
in vivo. Há muitas outras variações possíveis desse tema, como 
a transferência de subgrupos de células T distintos; por exemplo, 
a imunodepleção de células T CD4* ex vivo para células que 
expressam CTLA-4 pode permitir o estudo do papel destas 
últimas na regulação negativa da ativação de células T. 


Geração de quimeras da medula óssea 


Mais uma vez, o ponto de partida é um camundongo irra- 
diado. Os animais submetidos a esse tipo de ablação podem 
ser reconstituídos por injeção de células-tronco hematopoéti- 
cas da medula óssea que contêm os precursores de todos os 
elementos figurados do sangue (veja a Figura 11.1). Essas 
quimeras do hospedeiro associadas às celulas enxertadas 
hematopoéticas podem ser manipuladas de muitas maneiras 
para analisar a função celular, como o papel do timo na 
maturação de linfócitos T a partir de células-tronco de medula 
óssea (Figura 6.42). 


Depleção de células T in vivo 


A timectomia, retirada cirúrgica do timo por ocasião do 
nascimento, acarreta acentuada depleção das células T. Por 


outro lado, a timectomia de um camundongo adulto, seguida 
por reconstituição com medula óssea do tipo selvagem, oca- 
siona a reconstituição de todos os tipos celulares hematopoé- 
ticos, exceto as células T, em razão do papel essencial do timo 
para o desenvolvimento das células T. 


Camundongos mutantes espontâneos 
sem células T 


Camundongos nude homozigotos, que têm mutação espon- 
tanea do gene Foxn1™, não têm timo e, portanto, não têm 
células T. Esses camundongos também não têm pelos, o que 
dá origem ao seu nome bastante apropriado (nude, nu). Além 
do papel no estudo da imunodeficiência e no desenvolvi- 
mento das células T, esses camundongos também costumam 
ser usados como receptores de enxerto ou tumor; eles aceitam 
com facilidade tecido de outras linhagens de camundongos 
(aloenxertos) e também de espécies diferentes (xenoenxertos), 
em razão da ausência quase total de células T, necessárias para 
a rejeição de enxertos. 


Camundongos com imunodeficiência combinada 
grave (SCID) 


Os camundongos com defeitos nos genes que codificam a 
cadeia y do receptor da IL-2, nas enzimas da via de recupe- 
ração de nucleotídios adenosina desaminase ou purina 
nucleosídio fosforilase, ou as enzimas RAG, desenvolvem 
SCID por ausência de diferenciação das células B e T. É 
possível reconstituir esses animais especiais com vários tecidos 
linfoides humanos e analisar suas funções e respostas. A coim- 
plantação de fragmentos contínuos de fígado fetal humano 
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Figura 6.41 Sistema ELISPOT (de ELISA spot) para contagem 
de células produtoras de anticorpos. A figura mostra pontos 
(spots) formados por células de hibridoma que produzem 
autoanticorpos contra tireoglobulina revelados por anti-lg ligada 
à fosfatase alcalina (cortesia de P. Hutchings). Acrescentaram-se 
quantidades crescentes de células de hibridoma às duas 
cavidades superiores e à cavidade inferior esquerda, que 
mostram aumentos correspondentes da quantidade de 
“ELISPOT”. A cavidade inferior direita é um controle com um 
hibridoma de especificidade irrelevante. 


(células-tronco hematopoéticas) e timo possibilita a linfo- 
poese T, a produção de células B e a manutenção de unidades 
formadoras de colônia das linhagens mieloide e eritroide 
por 6 a 12 meses. As células do sangue periférico de adultos 
injetadas na cavidade peritoneal de camundongos com SCID 
tratados com hormônio de crescimento podem sustentar a 
produção de células B humanas e anticorpos e ser usadas para 
gerar hibridomas humanos produtores de anticorpos mono- 
clonais definidos. Também é possível manipular as respostas 
antitumorais imunoterapêuticas nesses animais. 


Uso da engenharia genética 
em células e organismos modelos 


Inserção e modificação de genes 
em células de mamíferos 


Como a transferência de genes para as células primárias (i. e., 
não transformadas) de mamíferos é ineficiente, é comum usar 
linhagens de células imortais nessas transfecções e incluir um 
marcador selecionável, como a resistência à neomicina. Os 
genes podem ser introduzidos nas células usando-se plasmí- 
dios bacterianos como vetores; no entanto, como as células 
não captam DNA livre com facilidade, criaram-se métodos 
para melhorar a taxa de captação. É possível aumentar a 
captação por precipitação do DNA do plasmídio com fosfato 
de cálcio ou por eletroporação, que emprega uma corrente 
elétrica para abrir poros transitórios na membrana plasmática. 
Outra técnica consiste em incorporar o plasmídio aos lipos- 
somos, que se fundem à membrana celular. A microinjeção 
direta de DNA também é efetiva, mas trabalhosa e requer 
equipamento especializado. A integração do gene ao genoma 
de um vírus como o da vacínia facilita a entrada na célula, 
embora transfecções mais estáveis a longo prazo sejam obtidas 
com vetores retrovirais modificados. Uma das últimas novi- 
dades é a transfecção por biolística, a palavra da moda que 
significa balística biológica. DNA recoberto por micropartí- 
culas de ouro é literalmente disparado por uma pistola de 
hélio de alta pressão e penetra nas células; nem mesmo as 
células vegetais, com seu revestimento de celulose, resistem a 
essa tecnologia. A penetração na pele e nos tecidos expostos 
em cirurgias também é fácil. 

Assim, o estudo do efeito do acréscimo de um gene não 
representa muitos problemas tecnológicos. Como se avalia o 
impacto da retirada de um gene? Uma estratégia versátil para 
inativar a função endógena do gene é tratar o mRNA do gene 
como um elemento distinto do gene propriamente dito. 
Sequências de nucleotídios complementares ao mRNA do 
gene-alvo são introduzidas na célula, geralmente em uma 
forma que permita sua replicação. As moléculas antissentido 
assim produzidas emparelham suas bases com o mRNA-alvo 
e bloqueiam a tradução em proteína. Embora as técnicas com 
RNA antissentido se mostrassem promissoras a princípio, 
foram largamente superadas por uma inovação recente 


chamada interferência no RNA (RNAi). 
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A RNAi é usada para “diminuir” (knock down) a expressão 
de determinados genes-alvo em uma célula mediante intro- 
dução de uma molécula de RNA bifilamentar (ds) homóloga 
ao gene-alvo. Esse método tira vantagem de um sistema anti- 
viral natural que tem como alvo seletivo o mRNA quando 
este é detectado na forma bifilamentar na célula; normal- 
mente, o dsRNA significa problema, pois essa forma de RNA 
é rara nas células, exceto quando infectadas por um vírus. O 
mecanismo celular que responde naturalmente ao dsRNA faz 
a degradação seletiva apenas de mRNA homólogos à molé- 
cula de dsRNA que iniciou a resposta. Teoricamente, isso 
pode ser simulado pela síntese e introdução na célula de uma 
cópia dsRNA do gene a ser silenciado; na prática, essa técnica 
causa problemas quando se usam células de mamíferos e, 
portanto, uma técnica alternativa é empregada em larga 
escala (Figura 6.43). É possível sintetizar moléculas de RNA 
de interferência (siRNA) curta, com 21 a 25 nucleotídios, 
homólogas ao gene de interesse, que superam alguns dos 
efeitos inespecíficos observados com as grandes moléculas de 
dsRNA. Em vista da simplicidade da técnica de siRNA, estão 
em curso pesquisas globais de genoma celular para silenciar 
quase todos os genes do genoma e explorar as consequências. 
É importante notar, porém, que as técnicas de silenciamento 
gênico raramente, ou nunca, são 100% efetivos e sempre resta 
a incerteza de que eventuais efeitos observados também 
possam ter sido causados pelo silencionamento acidental de 
outros genes juntamente com o gene de interesse. 


Introdução de novos genes em animais 


Criação de “camundongos projetados” 
com novos genes 


A técnica induz a ovulação em fêmeas de camundongos e 
promove seu acasalamento. O gene é microinjetado nos ovó- 
citos fertilizados, que são implantados cirurgicamente nas 
fêmeas. Entre 5% e 40% dos ovócitos implantados desenvol- 
vem-se até o termo e, desses, 10% a 25% têm cópias do gene 
injetado, integrado de modo estável aos seus cromossomos, 
detectáveis por PCR. Esses animais transgênicos “fundadores” 
são acasalados com camundongos não transgênicos até que 
se obtenham linhagens transgênicas puras (Figura 6.44). 

A expressão do transgene pode ser direcionada para de- 
terminados tecidos caso se inclua o promotor relevante na 
construção, por exemplo, o promotor da tireoglobulina limita 
a expressão à tireoide. Outra abordagem é ativar e desativar um 
gene quando desejado por incorporação de um promotor indu- 
tível. Assim, o promotor metalotioneína só torna possível a 
expressão de seu gene ligado se for acrescentado zinco à água 
potável administrada aos camundongos. É preciso confirmar 
que seja obtida apenas a expressão desejada, pois, em algumas 
situações, os promotores podem ter um comportamento errado 
e causar o “vazamento” da expressão do gene associado. 


Indução 
Operação + Irradiação + Restituição + de imunidade 
mediada por células 
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adultos 
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Figura 6.42 Maturação das células-tronco da medula óssea 
sob a influência do timo para se transformarem em linfócitos 
imunocompetentes e capazes de reações imunes mediadas por 
células. Os raios X (X) aniquilam a capacidade de resposta 
imune celular dos linfócitos do hospedeiro, mas as células- 
tronco na medula óssea injetada podem tornar-se 
imunocompetentes e restaurar a resposta (1), exceto se o timo 
for retirado (2), caso em que só os linfócitos já 
imunocompetentes são efetivos (3). A propósito, as células- 
tronco da medula óssea também restauram os níveis de outros 
elementos figurados do sangue (hemácias, plaquetas, 
neutrófilos, monócitos) que, de outro modo, cairiam 
drasticamente após a exposição aos raios X, e esse tratamento 
é crucial nos casos de lesão grave das células hematopoéticas 
por exposição acidental ou terapêutica aos raios X ou a outros 
agentes antimitóticos. 


RNA de interferência curta 
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Figura 6.43 Silenciamento gênico via siRNA. Moléculas 
sintéticas de RNA bifilamentar de interferência curta (siRNA), 
complementares a um gene de interesse, são introduzidas nas 
células por transfecção e, em complexos com as proteínas na 
célula transfectada, levam à formação de um complexo de 
silenciamento induzido por RNA (RISC) que se liga às 
moléculas de mRNA complementares ao siRNA introduzido. O 
resultado é a degradação do mRNA-alvo e a reciclagem do 
RISC para se dirigir a outras moléculas de mRNA. 
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Figura 6.44 Produção de camundongos transgênicos de = 
linhagem pura por microinjeção de ovócito fertilizado, a ee ard 
implantação em “mãe de aluguel" e subsequente 
endocruzamento. 
Linhagem 
Sa i WMO: 
Transgenes introduzidos em células-tronco “pura” 
embrionárias 


As células-tronco embrionárias (ES, do inglês, embryonic 
stem) podem ser obtidas por cultura da massa celular interna 
de blastocistos de camundongo. Depois da transfecção com 
o gene apropriado, podem-se selecionar as células transfecta- 
das e reimplantá-las após injeção em novo blastocisto. Os 
camundongos resultantes são quiméricos, porque algumas 
células têm o transgene e outras, não. O mesmo ocorre com 
as células germinativas, e é possível obter linhagens puras por 
endocruzamento para transmissão do transgene na linhagem 
germinativa (Figura 6.45). 

A vantagem em relação à microinjeção é a possibilidade 
de selecionar as células após transfecção, o que tem especial 
importância quando a recombinação homológa é necessá- 
ria para gerar “camundongos knockout” sem o gene de 
interesse. Nesse caso, insere-se nas células ES uma sequência 
de DNA que desorganiza a matriz de leitura do gene endó- 
geno. Visto que a recombinação homóloga é um processo 
raro em comparação com a integração aleatória, incorpo- 
ram-se marcadores selecionáveis à construção para transferir 


Figura 6.45 Introdução de um transgene por transfecção de 
células-tronco embrionárias. As células transfectadas podem 
ser selecionadas, por exemplo, para knockouts recombinantes 
homólogos, antes da reimplantação. 


apenas as células ES que tiveram o gene endógeno deletado 
(Figura 6.46). Essa tecnologia é realmente poderosa e toda 
a comunidade biológica foi contagiada pela febre do boxe, 
fazendo knockout de genes à direita, à esquerda e ao centro. 
A Tabela 6.2 apresenta apenas alguns exemplos de camun- 
dongos knockout de interesse para imunologistas. 

Não é particularmente raro observar anomalias congênitas 
inesperadas, causadas pelo knockout de um gene. Embora isso 
possa, por si mesmo, oferecer informações importantes acerca 
do papel do gene nos processos do desenvolvimento, também 
pode frustrar o objetivo original da experiência. Na verdade, 
a letalidade embrionária torna inviáveis vários knockouts. Não 
tenha medo, mais uma vez a criatividade triunfa, nesse caso 
pelo controle dos sistemas de recombinase de vírus ou leve- 
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Figura 6.46 Inativação gênica por recombinação homóloga com DNA de plasmídio que contém uma cópia do gene de interesse 
(neste exemplo, RAG-1) no qual foi inserida uma sequência especificadora de resistência à neomicina (neo?) de modo a destruir a 
matriz de leitura RAG-1 entre as extremidades 5’ e 3’ do gene. As células-tronco embrionárias (ES) nas quais a sequência de 
interesse é incorporada ao DNA cromossômico por recombinação homóloga são resistentes ao análogo G418 da neomicina. As 
células-tronco nas quais houve recombinação não homóloga no DNA cromossômico incorporaram também o gene timidina quinase 
(tk) que pode ser usado para destruir essas células por cultura na presença de ganciclovir, deixando apenas células ES nas quais 
houve recombinação homóloga, que são usadas para criar um camundongo knockout. 


duras. Em vez de usar um gene inativo para criar o camun- 
dongo knockout, a construção de interesse contém o tipo 
normal do gene, porém ladeado por sequências de reconhe- 
cimento (locais /oxP) para uma enzima recombinase deno- 
minada Cre. Esses camundongos são acasalados com 
camundongos transgênicos contendo o transgene Cre deri- 
vado do bacteriófago P1 ligado a um promotor indutível ou 
tecido-especifico. O gene endógeno de interesse só é deletado 
no momento e no lugar de expressão de Cre, criando assim 
um knockout condicional ou tecido-específico (Figura 
6.47). O sistema Cre/loxP também pode ser organizado de 
modo a ativar a expressão de um gene por incorporação de 
uma sequência de término ladeada por locais loxP. 

Os camundongos que têm um gene endógeno substituído 
intencionalmente por um gene ativo, seja ele uma versão 
modificada do gene original, seja um gene totalmente dife- 
rente, são denominados “camundongos knocked in”. 
Portanto, no exemplo anterior, o knock-in de um gene ladeado 
por loxP acaba por levar ao knockout de um gene em um tipo 
celular selecionado. 


Terapia gênica em seres humanos 


Aparentemente estamos alcançando a ficção científica e 
estamos nos estágios iniciais da capacidade de corrigir infor- 
túnios genéticos pela introdução de genes “bons”. Por 
exemplo, um tipo de imunodeficiência combinada grave 
(SCID, do inglês, severe combined immunodeficiency) é causado 
por mutação do gene yc que codifica uma subunidade dos 
receptores de citocinas para IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e 
IL-21. Esse defeito foi corrigido em crianças por transferência 
in vitro do gene normal para as células-tronco CD34* da 
medula óssea usando-se vetor derivado de um retrovirus 
Moloney, uma prova convincente do princípio para terapia 
gênica humana. 


Tabela 6.2. Alguns knockouts de genes e seus 


efeitos. 


Alvo do knockout 
Cadeia a CD8 
p597 

HOX 11 

Cadeia a Foeni 

Exon da cadeia u da 


IgM da membrana 


IL-6 


IL-18 


AB da molécula do 
MHC classe Il 


Perforina 


TAP1 
TNFR-1 


Fenótipo de camundongos 
knockout 


Ausência de células T 
citotóxicas 
Anomalia da sinalização em 


timócitos, mas não nas células T 
periféricas 


Ausência do baço 


Resistência à anafilaxia cutânea 
e sistêmica 


Ausência de células B 


Ausência de perda óssea 
quando ooforectomizada 
(implicações para 
osteoporose?) 


Suscetivel à Leishmania major; 
mudança da resposta Th1 
para Th2 (diminuição de IFNy 
e aumento da produção 

de IL-4) 


Diminuição das células T CD4; 
doença intestinal inflamatória 


Diminuição da função de CTL e 
células NK 


Ausência de células CD8 


Resistente ao choque 
endotóxico; suscetível à Listeria 


Modificada de Brandon (1995) Current Biology 5, 625. 
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Problemas importantes ainda a superar estão relacionados 
com a eficiência da implantação de genes substitutos e com o 
direcionamento do vetor do gene para a população celular 
desejada. Quando é possível retirar e tratar ex vivo a popula- 
ção de células-alvo, o risco de direcionamento errado para 
outros tecidos diminui, mas não desaparece por completo. 
Nas situações em que não é possível remover o tecido de 
interesse para tratamento, a eficiência da implantação do gene 
pode ser baixa. Outros riscos incluem a inserção do gene 
substituto em locais cromossômicos aleatórios; a inserção em 
um gene supressor tumoral, por exemplo, seria muito inde- 
sejável e poderia levar ao desenvolvimento de tumores. Alguns 
vetores de genes, como o vírus adenoassociado (AAV), inse- 


Sequência 
deinteresse .| 


Recombinação 
homóloga 


Gene 
endógeno 


Gene 
endógeno 
modificado, 
mas ativo 


Knockout 
de B7.2 
específico is 
nas células B 


3 neo? 


rem-se em locais cromossômicos previsíveis e parecem ser o 
caminho a seguir. Ainda resta o problema da implantação 
eficiente do gene in vivo. Os vírus são os veículos mais efi- 
cientes, estando perfeitamente adaptados à tarefa de invadir 
tecidos humanos e inserir seu genoma. Assim, não causa 
surpresa que os vetores gênicos mais promissores sejam mon- 
tados atualmente em torno de tipos modificados de adenoví- 
rus, AAV e lentivírus como o HIV. Por ironia, o sistema 
imune é um dos maiores obstáculos à implantação eficiente 
de genes em razão das acentuadas respostas imunes contra 
esses vetores virais. Alguns vírus (como o AAV), porém, pro- 
vocam respostas imunes modestas ou inefetivas que podem 
ser exploradas, pelo menos nesse caso, em nosso benefício. 


O Pires | | 


Cromossomo | 


Cromossomo 


Deletado 


Figura 6.47 Knockout condicional. O gene endógeno estudado (neste caso, B7.2) é substituído de modo homólogo nas células 
ES por um gene idêntico, como na Figura 6.46, mas ladeado por sequências loxP (retângulos marrons) e com o gene neo? 
incorporado sem inativação apenas para fins de seleção. Os recombinantes não homólogos contêm o gene tk e são eliminados 
com uso de ganciclovir. Em seguida, são gerados animais transgênicos a partir das células ES resistentes a G418. No 
acasalamento de animais transgênicos B7.2-loxP homozigotos com camundongos que contêm um transgene para a Cre 
recombinase sob controle de elementos reguladores específicos, só as células que têm promotor ativo produzem a enzima Cre 
necessária para deletar a sequência ladeada por loxP. O exemplo citado seria uma experiência com o objetivo de investigar o efeito 
do knockout específico de B7.2 em células B, mantendo-se sua expressão, por exemplo, nas células dendríticas. 
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Produção programada de anticorpos 


É possível produzir antissoros policlonais por 
imunização repetida com antígenos. 

Os anticorpos policlonais reconhecem uma mistura 
de determinantes no antígeno. 

Adjuvantes são necessários para respostas imunes 
eficientes contra o antígeno. 

Linhagens celulares imortais de hibridoma 
produtoras de anticorpos monoclonais propiciam 
reagentes imunológicos eficientes e compreensão 
da resposta imune. As aplicações abrangem a 
contagem de subpopulações de linfócitos, 
depleção celular, imunoensaio, diagnóstico e 
imagem do câncer, purificação de antígeno a partir 
de misturas complexas e, recentemente, o uso de 
anticorpos monoclonais como enzimas artificiais 
(anticorpos catalíticos). 

Fragmentos de anticorpos modificados por 
engenharia genética podem ser obtidos por 
expansão dos genes V, e V, de doadores não 
imunizados, mas preferencialmente imunizados, e 
expressão na forma de coleções combinatórias 
totalmente randomizadas na superfície do 
bacteriófago. Fagos com anticorpos de afinidade 
máxima são selecionados por panning em 
antígenos e então é possível clonar genes de 
anticorpos a partir dos vírus isolados. 

É possível criar fragmentos Fv de cadeia única 
(scFv) codificados por genes Vy e V, ligados e até 
mesmo domínios de cadeia pesada única. 

A resposta de anticorpos humanos 
anticamundongo (HAMA) é um obstáculo 
significativo ao uso de anticorpos monoclonais de 
camundongo para fins terapêuticos. 

A resposta de HAMA contra anticorpos 
monoclonais de camundongo pode ser reduzida 
produzindo-se anticorpos quiméricos com regiões 
variáveis de camundongo e regiões constantes 
humanas ou, ainda melhor, usando-se anticorpos 
humanizados nos quais todas as sequências de 
camundongos, exceto CDR, sejam substituídas por 
sequências humanas. 

Anticorpos humanizados estão em uso clínico para 
tratamento de vários distúrbios, como artrite 
reumatoide e linfoma de células B. 

Camundongos transgênicos com genes de Ig 
humana podem ser imunizados. Os camundongos 
produzem anticorpos de alta afinidade totalmente 
humanos. 

Os anticorpos recombinantes podem ser 
expressos em larga escala nos vegetais. 

Coleções combinatórias de anticorpos bivalentes 
biespecíficos (diabodies) contendo o Vu CDR H1 e 


H2 podem ser usadas para desenvolver novos 
fármacos. 


Purificação de antígenos e anticorpos por 

cromatografia de afinidade 

E Imunoabsorventes insolúveis preparados por 
acoplamento de anticorpo à sefarose podem ser 
usados para purificação de antígenos por afinidade 
em misturas complexas e para purificação 
recíproca dos anticorpos. 

E A cromatografia de afinidade também pode ser 
usada na copurificação de proteínas que servem 
como parceiras de ligação de antígenos. 


Modulação da atividade biológica 

E É possível detectar anticorpos por inibição de 
funções biológicas como infectividade viral ou 
crescimento bacteriano. 

E A inibição da função biológica por anticorpos 
conhecidos ajuda a definir o papel do antígeno, 
um hormônio ou uma citocina, por exemplo, em 
respostas complexas in vivo e in vitro. 

E A ativação da função biológica por anticorpos 
estimuladores do receptor ou de ligação cruzada 
ao receptor pode substituir o ligante natural e ser 
usada para explorar a função biológica in vitro ou 
in vivo. 


Imunodetecção de antígenos em células e tecidos 

E Os anticorpos podem ser usados como sondas 
altamente específicas para detectar antígenos em 
um tecido e para explorar a localização subcelular 
do antígeno. Os antígenos podem ser localizados 
se corados por anticorpos fluorescentes e 
observados por microscópio de fluorescência. 

m A fixação e a permeabilização das células 
possibilitam a entrada de anticorpos e a detecção 
de antígenos intracelulares. 

E A microscopia confocal examina um plano muito 
fino em grande aumento e oferece dados 
quantitativos em imagens muito nítidas das 
estruturas contendo antígenos que também podem 
ser examinadas em três dimensões. 

m Os anticorpos podem ser marcados diretamente 
ou visualizados por um anticorpo secundário, uma 
anti-lg marcada. 

m Diferentes marcadores fluorescentes são 
conjugados com anticorpos secundários que 
possibilitam a detecção simultânea de vários 
antígenos diferentes na mesma célula. 

E A citometria de fluxo é uma técnica altamente 
quantitativa para detectar fluorescência associada 
a células marcadas imunologicamente ou com 
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corantes, e esses instrumentos tornam possível a 
análise de milhares de células por minuto. 

m Em um citômetro de fluxo, células isoladas em 
gotículas individuais são analisadas por um ou 
mais /asers e é possível registrar dados 
quantitativos usando diferentes marcadores 
fluorescentes, o que assegura uma complexa 
análise fenotípica de cada célula em uma mistura 
heterogênea. Além disso, a dispersão frontal do 
laser define o tamanho da célula, e a dispersão a 
90º define a granularidade celular. 

E Anticorpos fluorescentes ou seus fragmentos 
também podem ser usados para coloração de 
antígenos intracelulares em células 
permeabilizadas. Também há sondas intracelulares 
para pH, Ca?*, Mg?*, Na”, tióis e conteúdo de 
DNA. 

E Os anticorpos podem ser marcados com enzimas, 
para definição histoquímica de antígenos por 
microscopia óptica, ou acoplados com partículas 
de ouro coloidal de diferentes tamanhos, para 
visualização ultraestrutural por microscopia 
eletrônica. 


Detecção e quantificação de antígenos por 

anticorpos 

m É possível medir concentrações baixíssimas de 
antígenos por técnicas de imunoensaio 
dependentes da relação entre as concentrações 
de Ag e a ocupação fracionária do anticorpo de 
ligação. Os locais ocupados são medidos com 
um segundo anticorpo de alta atividade 
específica dirigido contra um epítopo diferente; 
já os locais desocupados são estimados por Ag 
marcado. 

m Os antígenos podem ser separados pela massa 
molecular após eletroforese em gel de 
poliacrilamida. Antígenos separados desse modo 
podem ser transferidos para membranas de PVDF 
ou nitrocelulose, e a sondagem com anticorpos 
adequados detecta sua presença. 

E Antígenos e moléculas associadas a antígenos 
podem ser imunoprecipitados com anticorpos que 
reconhecem o antígeno em sua forma nativa. 

E Concentrações maiores de antígenos costumam 
ser estimadas por nefelometria. 

E Microarranjos de proteínas, que contêm milhares 
de proteínas imobilizadas em suporte sólido, 
podem ser examinados com anticorpos para a 
pesquisa simultânea de muitos antígenos. Do 
mesmo modo, é possível usar microarranjos de 
anticorpos para pesquisa de vários antígenos em 
uma única amostra. 


Mapeamento de epítopos 

m Ninhos de peptidios superpostos derivados da 
sequência linear de uma proteína podem mapear 
epítopos das células T e os elementos lineares dos 
epitopos das células B. Os bacteriófagos que 
codificam todos os hexapeptídios possíveis em 
sua superfície proporcionaram sucesso limitado na 
identificação de determinantes de células B 
descontínuos. 


Estimativa de anticorpos 

m O conteúdo de anticorpos de um antissoro 
policlonal é definido por completo em termos 
operacionais pela natureza do ensaio empregado. 

E Anticorpos não precipitantes podem ser medidos 
por nefelometria a laser ou por coprecipitação de 
sal ou anti-lg com antígeno radioativo. 

m A afinidade é medida por vários métodos, entre 
eles a ressonância plásmon de superfície, que 
mede as taxas de associação e dissociação. 

E Os anticorpos também podem ser detectados por 
aglutinação macroscópica de partículas recobertas 
por antígenos e por um dos métodos mais 
importantes, ELISA, um procedimento em dois 
estágios no qual o anticorpo ligado ao antígeno 
em fase sólida é detectado por anti-lg ligada à 
enzima. 


Isolamento de subpopulações de leucócitos 

E As células podem ser separadas segundo as 
características físicas, como tamanho, densidade 
de flutuação e adesividade. 

E As células fagocitárias podem ser separadas por 
um magneto após a captura das partículas de 
ferro, e as células que se dividem em resposta a 
um estímulo específico, por exemplo, antígeno, 
podem ser eliminadas por luz ultravioleta após a 
incorporação de 5-bromodesoxiuridina. 

E As células revestidas por anticorpos podem ser 
eliminadas por citotoxicidade mediada por 
complemento ou conjugados anti-lg-ricina; o 
isolamento é feito por panning em anti-lg em fase 
sólida ou por formação de aglomerados com 
esferas magnéticas cujas superfícies têm anti-lg. 

E Números menores de células podem ser 
fracionados mediante recobrimento com anticorpo 
monoclonal fluorescente e separação das células 
não fluorescentes no FACS. 

m Células T antígeno-específicas podem ser 
enriquecidas como linhagens ou clones pela 
estimulação com antígeno; a fusão com linhagens 
de células T tumorais apropriadas produz 
hibridomas de células T imortais 
antígeno-específicas. 
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Análise da expressão gênica 

E A expressão do mRNA pode ser analisada por 
Northern blot ou RT-PCR. 

E Agora é possível obter um quadro completo da 
expressão gênica celular por hibridização em chips 
de microarranjo. 


Avaliação da atividade funcional 

E As respostas de linfócitos contra antígenos são 
monitoradas pela proliferação e/ou pela liberação 
de citocinas. A proliferação é medida por captação 
de timidina marcada com °H ou por marcação com 
CFSE. 

E As células individuais secretoras de citocinas são 
identificadas pela técnica ELISPOT na qual o 
produto secretado é capturado por um anticorpo 
em fase sólida e corado com um segundo 
anticorpo marcado. 

E A destruição extracelular por células T citotóxicas e 
células NK pode ser medida pela liberação de *'Cr 
radioativo pelas células-alvo previamente 
marcadas. 

m A apoptose é medida por avaliação da ligação à 
anexina V, que detecta a exteriorização da 
fosfatidilserina na lâmina externa da membrana 
plasmática de células que estão morrendo. 

E A frequência de precursores das células T efetoras 
é medida por coloração das células com 
tetrâmeros peptídio-MHC ou por análise de 
diluição limitante. 

E É possível determinar a quantidade de células 
produtoras de anticorpos, seja por teste de 
imunofluorescência sanduíche, seja por técnicas 
de placa, nas quais o anticorpo secretado pelas 
células causa lise mediada por complemento das 
hemácias adjacentes ou é capturado por antígeno 
em fase sólida em ensaio ELISPOT. 

E A atividade funcional pode ser avaliada por 
experiências de reconstituição celular nas quais se 
podem transplantar conjuntos de leucócitos e 
tecido linfoide selecionado em hospedeiros que 
não respondem, tais como receptores tratados 
com raios X ou camundongos com SCID. 
Populações celulares definidas também podem ser 
separadas e recombinadas seletivamente in vitro. 

m Os anticorpos podem ser usados para sondar a 
função celular por ligação cruzada dos 
componentes da superfície celular ou por 
destruição seletiva de determinados locais 


intracelulares mediante irradiação com laser de 
anticorpos específicos conjugados a cromóforos 
que se localizam na área-alvo pela penetração em 
células permeabilizadas. 


Uso da engenharia genética em células 
E É possível inserir genes em células de mamíferos 


por transfecção usando-se precipitados de fosfato 
de cálcio, eletroporação, lipossomos e 
microinjeção. 

Os genes também podem ser inseridos na célula 
após incorporação em vírus da vacínia ou 
retrovírus. 

A função gênica endógena pode ser inibida por 
RNA antissentido, interferência no RNA, RNA de 
interferência curto ou recombinação homóloga 
com um gene inativado. 

Camundongos transgênicos que têm um gene 
totalmente novo introduzido no ovócito fertilizado 
por microinjeção de DNA podem ser estabelecidos 
como linhagens endogâmicas. 

Os genes podem ser introduzidos em células- 
tronco embrionárias; essas células-tronco 
modificadas são reinjetadas em um blastocisto e 
podem originar camundongos fundadores a partir 
dos quais podem-se criar animais transgênicos 
puros. Uma aplicação muito importante dessa 
técnica implica a inativação de um gene de 
interesse na célula-tronco embrionária por 
recombinação homóloga, com geração de 
camundongos knockout sem um gene específico. 
Os knockouts condicionais empregam sistemas de 
recombinases, como Cre/loxP, para controle 
temporal ou tecido-específico da deleção. 
Camundongos knock-in são submetidos à 
substituição homóloga de um gene endógeno 
específico por uma variante desse gene ou por 
outro gene totalmente diferente. 

A terapia gênica humana promete um futuro 
emocionante, mas precisa superar obstáculos 
importantes relativos à segurança e à implantação 
efetiva de genes terapêuticos. A implantação de 
genes com uso de retrovírus ou vírus 
adenoassociados como vetores está sendo 
submetida a investigação intensiva. 

As fortes respostas imunes contra muitos vetores 
virais reduzem sua utilidade como veículos de 
genes. 
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Para lembrar 


As respostas imunes adquiridas são mediadas por linfócitos antígeno- 
específicos. A frequência populacional de cada especificidade é baixa e, 
portanto, os clones relevantes de linfócitos são selecionados por antígeno 
para ter seu número expandido por vasta proliferação. As células T 
citotóxicas e a maioria das células B, ambas antígeno-específicas, 
necessitam da ajuda de células T auxiliares antígeno-específicas. Além disso, 
as células T auxiliares CD4* exigem que o antígeno seja apresentado a elas 
por células apresentadoras de antígeno profissionais do MHC classe II”. 
Essas rigorosas interações celulares determinam que, ao contrário das 
respostas inatas, as respostas imunes adquiridas precisam ser iniciadas em 
ambiente muito bem estruturado. 


Introdução 


A resposta imune adquirida eficaz demanda uma série complexa de eventos 
celulares. O antígeno tem de ser detectado e processado por células 
apresentadoras de antígeno que, em seguida, ativam células T auxiliares 
para estimular precursores das células B e células T citotóxicas. Além disso, 
são necessários vários fatores, como as citocinas, para estimular a 
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Introdução (continuação) 


proliferação de linfócitos e promover a diferenciação celular. É necessária ainda a formação de células de memória 
para respostas secundárias e coordenação de toda a resposta para que seja competente, porém não excessiva, e 
apropriada para o tipo de infecção em questão. A integração das complexas interações celulares que constituem a 
base da resposta imune ocorre na arquitetura organizada do tecido linfoide secundário, que inclui os linfonodos, o 
baço e o tecido não encapsulado que reveste as vias respiratórias, gastrintestinais e geniturinárias. 


Tecido linfoide organizado 


Os linfócitos são derivados das células-tronco hematopoéticas 
da medula óssea; embora as células B amadureçam por com- 
pleto na própria medula óssea, os precursores das células T 
precisam sair da medula óssea e seguir na corrente sanguínea 
até o timo, onde se transformam em células T maduras 
(Figura 7.1). Por serem os locais de produção de linfócitos, 
estes são denominados órgãos linfoides primários. O papel 
da medula óssea na hematopoese e do timo no desenvolvi- 
mento das células T é exposto no Capítulo 11, ao passo que 
a função da medula óssea como principal local de produção 
de anticorpos é comentada adiante neste capítulo (p. 206). 
Os tecidos e os órgãos linfoides secundários são os locais 
de geração das respostas imunes adquiridas. Esses tecidos, os 
linfonodos, o baço e o MALT são povoados por macrófagos, 
células dendríticas e linfócitos. Em essência, os linfonodos 
recebem antígeno que drenam diretamente dos tecidos ou 
que são transportados por células dendríticas do MHC classe 
II’, o baço monitora o sangue, e o tecido linfoide não encap- 
sulado do MALT é estrategicamente integrado às superfícies 


Órgão linfoide 
rimário 


Y 
Encapsulado Não encapsulado 
Órgão linfoide 
Becundário: | tonodo | Bago MALT 
Contra Contra Contra antígenos na 
antigenos:  :entigence superfície das mucosas 
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Figura 7.1 A organização funcional do tecido linfoide. As 
células-tronco (SC, do inglês, stem cells) hematopoéticas 
originadas na medula óssea diferenciam-se em células T e B 
imunocompetentes nos órgãos linfoides primários e colonizam 
os tecidos linfoides secundários onde são organizadas as 
respostas imunes. O tecido linfoide associado à mucosa (MALT, 
do inglês, mucosa-associated lymphoid tissue) juntamente com 
agrupamentos difusos de células na lâmina própria e nos 
pulmões produz anticorpos para as secreções da mucosa. 


mucosas do corpo como sistema de defesa avançado com base 
na secreção de IgA. 

A Figura 7.2 ilustra a distribuição anatômica desses tecidos 
linfoides. Os vasos linfáticos e os linfonodos associados formam 
uma rede impressionante, que drena líquido (linfa) dos tecidos 
e o reconduz ao sangue através do ducto torácico (Figura 7.3). 

A comunicação entre esses tecidos e o restante do corpo 
é mantida por um repositório de linfócitos recirculantes que 
passam do sangue para os linfonodos, o baço e outros tecidos 
e voltam ao sangue através dos principais canais linfáticos, 
como o ducto torácico (Figura 7.4, veja a Figura 7.12). 


Trânsito de linfócitos entre 
tecidos linfoides 


O trânsito de linfócitos entre os tecidos, a corrente sanguínea 
e os linfonodos permitem que essas células antígeno-específicas 
busquem “seus” antígenos e sejam recrutadas por sítios em que 
esteja havendo uma resposta, enquanto a disseminação de 
células de memória e seus descendentes permite a organização 
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Figura 7.2 Distribuição dos principais órgãos e tecidos 
linfoides no corpo. 
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Figura 7.3 Rede de linfonodos e vasos linfáticos. Os 
linfonodos estão localizados nas junções dos vasos linfáticos de 
drenagem. A linfa é, por fim, recolhida no ducto torácico e 
retorna à corrente sanguínea pela veia subclávia esquerda. 


Figura 7.4 Trânsito e recirculação de linfócitos através do 
tecido linfoide encapsulado e dos locais de inflamação. Os 
linfócitos do sangue entram nos tecidos inflamados quando 
reconhecem o aumento das moléculas de adesão no endotélio 
dos vasos sanguíneos e entram nos linfonodos através do 
endotélio de parede alta das vênulas pós-capilares (HEV). Eles 
saem através dos vasos linfáticos de drenagem. Os vasos 
linfáticos eferentes unem-se para formar o ducto torácico, que 
devolve os linfócitos à corrente sanguínea. No baço, que não 
tem HEV, os linfócitos passam das arteríolas para a área linfoide 
(polpa branca), seguem para os sinusoides da área eritroide 
(polpa vermelha) e saem pela veia esplênica (veja a 

Figura 7.9b). O trânsito através do sistema imune da mucosa é 
detalhado na Figura 7.12. 
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de uma resposta mais ampla em todo o sistema linfoide. Assim, 
o número de células reativas a antígenos no pool circulante de 
linfócitos diminui dentro de 24 horas depois que o antígeno é 
localizado pela primeira vez nos linfonodos ou no baço; vários 
dias mais tarde, depois da proliferação no sítio de localização 
do antígeno, há um pico de células ativadas no ducto torácico. 
Quando o antígeno chega a um linfonodo em animal primed 
(sensibilizado), há uma queda drástica da liberação de células 
nos vasos linfáticos eferentes, um fenômeno descrito como 
“bloqueio celular” ou “retenção de linfócitos”. Esse processo 
tem como consequência a diminuição da reatividade dos lin- 
fócitos ao fosfato-1 de esfingosina (S1P), uma molécula que 
envia sinais aos linfócitos para que saiam do linfonodo. A fase 
de bloqueio é seguida pela liberação de células ativadas, que 
alcança o auge em cerca de 80 horas. 


Os linfócitos virgens (naive) são endereçados 
aos linfonodos 


Os linfócitos virgens (naive) podem entrar em um linfonodo 
através dos vasos linfáticos aferentes ou ser guiados através do 
endotélio de parede alta especializado das vênulas pós-ca- 
pilares (HEV, do inglês, high-walled endothelium of the post- 
capillary venules) (Figura 7.5). Se chegarem através da HEV, a 
entrada é determinada por uma série de receptores de ende- 
reçamento no linfécito, que incluem o membro da superfa- 
mília de integrinas LFA-1 (a.,3,, Tabela 7.1), o membro da 
família das selectinas L-selectina e o receptor da quimiocina 
CCR7. Os ligantes no endotélio atuam como adressinas 
vasculares. Assim, a L-selectina reconhece as sialomucinas 
altamente glicosiladas e sulfatadas GlyCAM-1 e CD34 encon- 
tradas nas HEV de linfonodos periféricos (Figura 7.6). As 
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Figura 7.5 Vênula endotelial de paredes altas (HEV). Micrografia 
eletrônica de varredura de linfonodo mesentérico de rato que 
mostra linfócitos pouco aglomerados ao redor de uma HEV (azul) 
e dos vasos linfáticos (amarelos). (O orifício preto no topo da HEV 
é um artefato por perda de uma tributária da HEV durante 

o preparo.) O linfonodo foi fatiado com um vibrátomo que retira 
muitos linfócitos livres do lúmen da HEV e dos vasos linfáticos. 
Barra de escala = 20 um. Micrografia gentilmente cedida por 

O. Ohtani. 
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quimiocinas (uma familia de moléculas com funções quimio- 
táticas e de outros tipos) apresentadas pelo endotélio vascular 
têm papel estratégico em desencadear a retenção de linfócitos; 
os receptores das quimiocinas nos linfócitos participam tanto 
da fixação ao seu ligante quanto da ativação funcional de 
integrinas. Assim, os linfócitos virgens (naive), e também as 
células dendríticas, expressam o receptor da quimiocina 
CCR e, portanto, são direcionados para os linfonodos peri- 
féricos porque as HEV nos linfonodos exibem as quimiocinas 
CCL19 e CCL21 (veja a Tabela 9.2) na superficie luminal. 
Enquanto CCL21 é produzida pelas próprias células endote- 
liais, CCL19 é secretada pela rede de células reticulares fibro- 
blásticas (FRC, do inglês, fibroblastic reticular cells) no 
linfonodo e, em seguida, é transferida para as HEV. O 
camundongo p/t/plt, que não expressa essas duas quimiocinas, 
exibe deficiência da migração de células T para os linfonodos 
periféricos, como era previsível. A ativação de integrinas por 


1º etapa 2º etapa 


quimiocina é ocasionada por sinais da quimiocina que facili- 
tam a mobilidade lateral na membrana celular e também por 
indução de alterações estruturais nas integrinas que resultam 
em um estado de afinidade aumentada. 


A transmigração para o linfonodo ocorre 
em três etapas 


1? e 2º etapas: contato e rolamento 


A fixação do linfócito na HEV requer que ele supere as forças 
de cisalhamento criadas pelo fluxo sanguíneo. Isso é efetuado 
por uma força de atração entre os receptores de endereça- 
mento e seus ligantes na parede do vaso que opera com o 
auxílio das microvilosidades na superfície dos leucócitos 
(Figura 7.6). Depois desse contato, o linfócito rola ao longo 
da célula endotelial, com a fixação da L-selectina e de outras 
moléculas de adesão no linfócito a seus ligantes no endotélio. 


3: etapa 44 etapa | 58 etapa 


Contato Rolamento 


Ativação de LFA-1 Diapedese 


Retenção | 


Microvilosidade 


Fluxo rápido 
(cerca de 
4.000 um/s) 


Força de Linfócito 


cisalhamento 


Fluxo lento 
(rolamento a 
[cerca de 40 um/s) 


Parede endotelial do vaso 


Vaso sanguíneo 


Gradiente 


quimiotático | 
eee PNAd, p. ex., GlyCAM-1, CD34 CCL19, CCL21 ICAM-1, ICAM-2 | ICAM-1, ICAM-2, JAM-1 
Racers L-selectina ccR7 LFA-1 LFA-1 


Figura 7.6 Endereçamento e transmigração de linfócitos para linfonodos periféricos. Linfócitos em movimento rápido tocam (1° 
etapa) as paredes dos vasos do tecido para onde estão sendo guiados por meio de interação entre receptores específicos de 
endereçamento, como a L-selectina (:) localizada nas microvilosidades do linfócito e os ligantes da adressina do linfonodo periférico 
(PNAd) na parede do vaso. A PNAd é composta de várias moléculas, incluindo CD34 e GlyCAM-1, que têm estruturas de Lewis* 
fucosiladas, sulfatadas e sialiladas. Também há vários receptores de quimiocinas (+) nessas células T e B. Depois do rolamento na 
superficie das células endoteliais (22 etapa), há ativação da integrina LFA-1 do linfócito (-) (veja a Tabela 7.1) (3º etapa) em resposta 
à estimulação por quimiocinas. Nas células T essa etapa é regulada principalmente por ligação de CCL19 e CCL21-CCR7, como é 
mostrado, ao passo que nas células B a ligação de CXCL13-CXCR5 emite outros sinais. Note que, como LFA-1 está ausente das 
microvilosidades, há ligação firme do corpo do linfócito a seus ligantes, ICAM-1/2, no endotélio. Esse processo resulta em retenção 
e achatamento da célula (4º etapa) seguidos por migração do linfócito entre células endoteliais adjacentes, um processo chamado 
diapedese, que requer a ligação de LFA-1 não apenas a ICAM-1/2, mas também à molécula de adesão juncional-1 (JAM-1), 


encontrada entre as células endoteliais (5º etapa). 


Capitulo 7 | Anatomia da Resposta Imune 199 


Tabela 7.1 A superfamilia das integrinas. Em geral, as integrinas estão relacionadas com a adesão 
intercelular e adesão aos componentes da matriz extracelular. Vários membros participam da 
embriogênese, do crescimento celular, da diferenciação, da motilidade, da morte celular programada e da 
manutenção tecidual. Muitos também participam da transdução de sinal celular. Eles são heterodímeros ap 
selecionados de 18 cadeias a e oito cadeias B, que se emparelham para formar 24 diferentes combinações. 
Uma estrutura chamada domínio | (inserido) é encontrada em muitas subunidades de integrinas e contém o 
sítio de adesão dependente de íons metálicos (MIDAS, do inglês, metal ion-dependent adhesion site) que, 
na presença de Mg?*, participa da ligação do motivo Arg-Gly-Asp (RGD) em muitos dos ligantes essenciais 
para a adesão celular. O ligante MFG-E8 de integrinas œ,ß, e a,B; é expresso por vários tipos celulares, 
inclusive células interdigitadas (IDC) e macrófagos em tecidos linfoides secundários, onde participam da 
fagocitose de células B apoptóticas. O peptídio associado à latência (LAP) liga-se ao TGF$ e, portanto, 
inibe-o. BSP, sialoproteína óssea; CO, colágeno; CR3, receptor do componente do complemento 3; DEL-1, 
locus 1 endotelial de desenvolvimento; FG, fibrinogênio; FN, fibronectina; FX, fator X; GPllb/llla, 
glicoproteínas integrinas IIb e Illa; ICAM, molécula de adesão intercelular; IDC, célula dendritica 
interdigitada; LIE, linfócito intraepitelial; JAM-1, molécula de adesão juncional 1; LAP-TGFB, complexo 
peptídio associado à latência-fator transformador do crescimento-B; LFA, molécula associada à função 
leucocitária; LM, laminina; LPAM, molécula de adesão de linfócitos à placa de Peyer; M®, macrófago; 
MAdCAM, molécula de adesão celular da mucosa (adressina); MFG-E8; glóbulo de gordura do leite-fator de 
crescimento epidérmico 8; MMP, metaloproteinase da matriz; Mo, monócito; N, neutrófilo; NK, célula natural 
killer; NN, nefronectina; OP, osteopontina; THR, trombospondina; TN, tenascina; VCAM, molécula de adesão 


da célula vascular; VLA, antígeno muito tardio (embora nem todos tenham expressão tardia!); VN, 
vitronectina; VWF, fator de von Willebrand. *Os marcadores CD são explicados na p. 294. ainda não há 


designação CD. 


Integrina Designação CD Expressão Ligante 
aB, (VLA-1) CD49a/CD29 Ampla CO, LM 
aß, (VLA-2) CD49b/CD29 Ampla CO, LM, THR 
aß: (VLA-3) CD49c/CD29 Ampla LM,THR 
aB (VLA-4) CD49d/CD29 Ampla CD14, FN, MADCAM-1, OP, THR, VCAM-1 
as8; (VLA-5) CD49e/CD29 Ampla FN, OP 
aß: (VLA-6) CD49f/CD29 Ampla LM 
aß: -/CD29 Ampla LM 
OB; -/CD29 Ampla FN, OP, TN, VN 
aß: -/CD29 Ampla OP, TN, VECAM-1 
P: -/CD29 Ampla CO, LM 
anp: -/CD29 Musculoesquelética co 
ayp: CD51/CD29 Maioria dos leucócitos FN, LAP-TGFB, OP 
aBa (LFA-1) CD11a/CD18 Maioria dos leucócitos ICAM-1,-2,-3,-4, JAM-1 
campo (CR3 [Mac-1]) CD11b/CD18 N, Mo, MD C3bi, FG, FX, ICAM-1, -4 
axß2 (p150, 95) CD11c/CD18 IDC, LIE, NK, Mo, M® C3bi, CO, FG, ICAM-1,-2, -4 VCAM-1 
avBo CD11d/CD18 Mo ICAM-3, VECAM-1 
mPa (GPIlb/Illa) CD41/CD61 Megacariócitos, plaquetas FG, FN, THR, VN, VWF 
avBs CD51/CD61 Ampla BSP DEL-1, FG, FIBRILINA, FN, LAP-TGFp, 
MFG-E8, OP PECAM-1, THR, TN, VN, VWF 
Oey CD49f/CD104 Epitélio, endotélio, células LM 
de Schwann, células T 
avBs CD51/- Ampla BSP, DEL-1, MFG-E8, OP VN 
Be CD51- Epitélio FN, LAP-TGFB, OP 
487 (LPAM-1) CD49d/- Células T, células B FN, MAdCAM-1, OP VCAM-1 
arp, -/- LIE E-caderina 
ave CD51/- Neurônios LAP-TGFB 
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As selectinas geralmente terminam em um domínio lectina 
(daí, “selectina”), como seria esperado em face da natureza 
oligossacarídica dos ligantes. 


3? e 4º etapas: ativação de LFA-1 resultando em 
adesão firme 


Esse processo ocasiona a ativação e o recrutamento de 
LFA-1 para a superfície não vilosa do linfócito. Essa integrina 
liga-se com muita força a ICAM-1 e ICAM-2 na célula endo- 
telial, e o contato íntimo causa a retenção do linfócito que 
está rolando e seu achatamento. 


5º etapa: diapedese 


O linfócito achatado agora usa o LFA-1 para se ligar às ICAM 
e à molécula de adesão juncional-1 (JAM-1) nas células endo- 
teliais e abrir caminho entre as células endoteliais até o tecido, 
em resposta aos sinais quimiotáticos. 


Endereçamento de linfócitos para outros tecidos 


O endereçamento de linfócitos ativados e de memória para 
outros tecidos conta com um processo semelhante, mas do 
qual participam diferentes receptores e ligantes (Figura 7.7). 
As células dendríticas do tecido apropriado parecem ter papel 


Pele 


Pulmão 


CLA, LFA-1, 
VLA-4, 


P- e L-selectinas, 


eas LFA-1 
PSGL-1, VCAM-1 


ICAM-1/2 


VCAN-1, 


L-selectina, VLA-4, 


LFA- À Uc 4, Sa 
s L-selectina, 
Intestino a e o 
LFA-1, VLA-4, 
CXCR3, 6, CCRS, 
ligante de VAP-1 Figado 
MAdCAM-1, ICAM-1/2, 
CCL25, VCAM-1, VAP-1, 
ICAM-1/2, CXCLS, 16, CCL5 
VCAN-1 


CORA, 8, "a E-selectina, ICAM-1/2, 


importante na marcação seletiva do código de endereço 
correto durante a ativação das células T virgens (naive). As 
células participantes da imunidade das mucosas são marcadas 
para entrar nas placas de Peyer por ligação às HEV nesse local. 
Em outros casos que demandam migração para tecidos 
normais e inflamados, os linfócitos se ligam a endotélios mais 
planos não especializados e os atravessam. 

É essencial que uma vez ativados nos tecidos linfoides 
secundários, os linfócitos de especificidade antigênica apro- 
priada possam entrar em ação rapidamente no local da infec- 
ção. O aumento da expressão das integrinas VLA-4 e LFA-1 
nessas células antigeno-especificas ativadas permite que elas 
detectem, respectivamente, as moléculas de adesão celular 
VCAM-1 e ICAM-1 expressas no endotélio vascular em res- 
posta à produção de IL-1 nos tecidos inflamados. 


Linfonodos 


O tecido encapsulado dos linfonodos atua como filtro para 
drenagem da linfa dos tecidos (Figura 7.8a). A linfa, que 
contém quaisquer antígenos estranhos encontrados nos 
tecidos, entra no seio subcapsular pelos vasos linfáticos afe- 
rentes. O seio subcapsular circunda todo o linfonodo e, jun- 
tamente com os seios trabeculares, torna possível que antígenos 


Figura 7.7 O acesso aos tecidos requer o 
código de endereço correto. As células T (e 
também as células dendriticas) destinadas a 
vários locais têm um código de combinação 
de moléculas na superfície celular que 
reconhece os respectivos ligantes no 
endotélio vascular em seu destino. Alguns 
pares ligante-ligante são iguais qualquer que 
seja o tecido de destino, como a ligação de 
LFA-1 a ICAM-1 e ICAM-2 e também a ligação 
da integrina VLA-4 (a.,B,) a VCAM-1, Outras 
interações empregam moléculas de adesão 
que se unem a ligantes expressos em locais 
específicos. As interações no trato 
gastrintestinal e na pele estão muito bem 
estabelecidas, ao passo que as interações 
mediadoras do endereçamento ao pulmão e 
ao fígado ainda são motivo de especulação. A 
L-selectina reconhece GlyCAM-1 e CD34 no 
endotélio do linfonodo periférico, mas 
reconhece MadCAM-1 (molécula de adesão 
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celular da mucosa-1 [adressina vascular]) no 
ICAM-1/2, endotélio intestinal. Tanto a L-selectina quanto 
CCL19, 21, a P-selectina ligam-se a PSGL-1 (ligante 
VCAM-1 glicoproteico 1 da selectina P) no endotélio 


pulmonar. O reconhecimento da E-selectina 
por CLA (antígeno cutâneo associado ao 
linfócito) direciona linfócitos ligados à pele 
para o local correto. Além disso, os 
receptores de quimiocinas (veja a Tabela 9.2) 
reconhecem tecidos que exibem 
determinadas quimiocinas. 


maiores sejam englobados pelos macréfagos residentes que 
revestem os seios subcapsulares e medulares ou sigam livre- 
mente até os vasos linfáticos eferentes (Figuras 7.4 e 7.8b). 
Os macrófagos residentes, juntamente com as células dendrí- 
ticas que capturaram o antígeno nos tecidos e chegam pelos 
vasos linfáticos aferentes, podem agir como células apresen- 
tadoras de antígeno para as células T no linfonodo. 

As células B virgens (naive), de qualquer especificidade 
antigênica, são capazes de usar os receptores do complemento 
para transportar complexos imunes do seio subcapsular até 
células dendríticas foliculares (FDC, do inglês, follicular 
dendritic cells) especializadas para a subsequente apresentação 
às células B antígeno-específicas. A origem embriológica das 
células dendríticas foliculares ainda é controversa, mas elas 
são células não hematopoéticas, nitidamente diferentes das 
células dendríticas interdigitadas e provavelmente derivadas 
de células-tronco mesenquimais. Não são fagocitárias e não 
têm lisossomos, mas têm processos muito alongados que 
fazem contato íntimo com linfócitos B. 

No parênquima do linfonodo há redes de condutos muito 
extensas, compostas de fibras colágenas revestidas por células 
reticulares fibroblásticas (FRC) para formar canais com diá- 
metro de 200 nm a 3 um (Figura 7.8c). A linfa contendo 
antígenos pequenos (abaixo de aproximadamente 70 kDa), 
quimiocinas e outras substâncias de baixo peso molecular 
atravessa os canais do sistema de condutos e percorre o linfo- 
nodo. Como as FRC não criam vedação completa ao redor 
dos canais, tanto as células dendríticas quanto os linfócitos 
são capazes de estender protuberâncias até o interior dos 
condutos e assim tanto ter acesso à linfa contendo antígeno 
quanto receber sinais de quimicionas. O aspecto surpreen- 
dente da organização do linfonodo é que os linfócitos T e B 
estão muito separados em diferentes compartimentos anatô- 
micos, um processo comandado em grande parte por essas 
quimiocinas. As células do estroma do linfonodo (e, em 
menor grau, as IDC) secretam CCL19 e CCL21 no paracór- 
tex que são depositadas localmente na superfície das HEV e 
das FRC, atraindo assim células T que expressam CCR7. Em 
contrapartida, o CXCL13 produzido por células do estroma 
no córtex atrai células B que expressam CXCRS. 


Áreas de células B 


As agregações foliculares de linfócitos B são uma característica 
proeminente do córtex externo. No linfonodo não estimulado 
elas são encontradas como acúmulos esféricos de células cha- 
mados folículos primários, mas depois do estímulo antigê- 
nico formam folículos secundários que consistem em uma 
coroa ou manto de pequenos linfócitos B em repouso e orga- 
nizados concentricamente, que têm em sua superfície IgM e 
IgD e circundam um centro germinativo pálido (Figura 7.8d, 
e). Esse centro contém blastos B grandes, geralmente prolife- 
rativos, uma minoria de células T, macrófagos reticulares con- 
vencionais dispersos contendo “corpos tingíveis” de linfócitos 
fagocitados, e uma rede firme de células dendríticas folicula- 
res. O fator ativador de células B (BAFF, do inglês, B-cell- 
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activating factor), um membro da família do TNE é produzido 
pelas células dendríticas foliculares e promove a sobrevivência 
das células B no centro germinativo por inibição da apoptose 
de células B proliferativas. Os centros germinativos estão 
muito aumentados em respostas secundárias de produção de 
anticorpos, durante as quais constituem sítios de maturação 
de células B e geração de células B de memória. 

Na ausência de estímulo antigênico, os folículos primários 
são compostos de uma rede de células dendríticas foliculares 
cujos espaços são preenchidos por pequenos linfócitos B recir- 
culantes, mas em repouso. No priming com um antígeno 
T-dependente (i. e., antígeno para o qual as células B neces- 
sitam da cooperação das células T auxiliares; veja a p. 224), 
os folículos primários transformam-se em folículos secundá- 
rios contendo centros germinativos nos quais a rede de células 
dendríticas foliculares é colonizada por células B específicas 
que se multiplicam de modo exponencial. Essas células proli- 
ferativas constituem a região conhecida como zona escura em 
razão da densa aglomeração dos linfócitos com a produção de 
aproximadamente 10º centroblastos. O recrutamento de 
células B para a zona escura do centro germinativo depende 
da produção local da quimiocina CXCL12 detectada por 
CXCRá nas células B. Os centroblastos deslocam as células B 
em repouso originais que agora constituem o manto folicular. 
Esses centroblastos com alto índice mitótico, sem IgD de 
superfície (sIgD) e com pouquissima sIgM, diferenciam-se em 
centrócitos em uma área menos densamente povoada do 
centro germinativo chamada zona clara basal. Os centrócitos 
não se dividem e começam a aumentar a expressão de slg. 
Nessa fase é muito intensa a morte por apoptose das células 
B com especificidade e/ou afinidade impróprias, dando origem 
a fragmentos de DNA visíveis como “corpos tingíveis” nos 
macrófagos, o sistema de descarte das células mortas. As sobre- 
viventes passam por diferenciação final na zona clara apical. 
Uma parte das células desviadas para a via de células de 
memória instala-se na população da zona do manto, e as 
demais se juntam ao pool de células B recirculantes. Outras 
células B do centro germinativo na zona apical diferenciam-se 
em plasmoblastos com retículo endoplasmático bem definido, 
aparelho de Golgi proeminente e Ig citoplasmática; esses plas- 
moblastos migram e se tornam plasmócitos nos cordões 
medulares, projetados entre os seios medulares (Figura 7.8b). 
Essa maturação de células produtoras de anticorpos em um 
local distante da estimulação antigênica também é observada 
no baço, onde os plasmócitos ocupam principalmente a zona 
marginal. Acredita-se que esse movimento de células evite a 
geração de altas concentrações locais de anticorpos no centro 
germinativo e, portanto, impeça a neutralização do antígeno 
e o término prematuro da resposta imune. 

O restante do córtex externo também é basicamente uma 
área de células B com células T dispersas. 


Áreas de células T 


As células T são restritas principalmente a uma região denomi- 
nada paracortical ou área timo-dependente (Figura 7.8a, b). 
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Figura 7.8 Linfonodo. (a) Linfonodo 
humano, visão em pequeno aumento. 
GC, centro germinativo; LM, manto 
de linfócitos; MC, cordões medulares; 
MS, seio medular; PA, região 
paracortical; SF, folículos 
secundários; SS, seio subcapsular. 
(b) Diagrama de representação da 
secção de um linfonodo inteiro. Cada 
linfonodo é servido por vários vasos 
linfáticos aferentes, mas geralmente 
só tem um vaso linfático eferente. (c) 
As redes de condutos que permeiam 
o parênquima do linfonodo são 
compostas de feixes de colágeno 
envolvidos por células reticulares 
fibroblásticas. As redes são 
preenchidas por linfa e transportam 
pequenos antígenos e quimiocinas 
para diferentes áreas do linfonodo. 
(d) Folículo linfoide secundário 
mostra o centro germinativo 
circundado por um manto de 
pequenos linfócitos B corados por 
anticorpos anti-lgD humana 
marcados com peroxidase de 
raiz-forte (cor marrom). Há poucas 
células IgD-positivas no centro, mas 
as duas áreas contêm linfócitos B 
IgM-positivos. (e) Diferenciação das 
células B ao atravessarem diferentes 
regiões de um centro germinativo 
ativo. Os macrófagos englobam 
células B apoptóticas na zona clara 
basal. Os precursores dos 
plasmócitos saem do centro 
germinativo antes da maturidade 
plena, enquanto as células B de 
memória podem sair do centro 
germinativo ou entrar na zona do 
manto. FDC, célula dendrítica 
folicular; MD, macrófago. ([a] 
Fotografado por PM. Lydyard; [d] por 
K.A. MacLennan.) 
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Em linfonodos retirados de criangas com deficiéncia seletiva 
de células T, ou de camundongos submetidos a timectomia 
no período neonatal, observa-se que a região paracortical 
quase não tem linfócitos. Técnicas como microscopia a laser 
multifotônica intravital permitem a observação do compor- 
tamento do linfócito no tecido linfoide. As células T movi- 
mentam-se de modo rápido e aleatório na região paracortical, 
tentando desesperadamente encontrar uma IDC que tenha 
“seu” antígeno. Caso o TCR na célula T reconheça o com- 
plexo peptídio-MHC cognato, há uma ligação estável que é 
consolidada principalmente pela ligação de LFA-1 na célula 
T à ICAM-I na IDC. Há geração de uma sinapse imunoló- 
gica e manutenção de contato por 8 a 24 horas para ativação 
plena da célula T. 


Baço 


O baço é dividido em polpa branca, que atua como tecido 
linfoide secundário, e a polpa vermelha rica em macrófagos, 
responsável pela remoção, por fagocitose, dos eritrócitos e 
plaquetas envelhecidos e de alguns patógenos na corrente 
sanguínea. O tecido linfoide que forma a polpa branca é 
observado como áreas circulares ou alongadas (Figura 7.9a) 
na polpa vermelha contendo eritrócitos, que tem sinusoides 
venosos cheios de sangue revestidos por macrófagos. Como 
no linfonodo, as áreas de células T e B da polpa branca são 
separadas (Figura 7.9b). Além de agir como filtro sanguíneo 
muito eficaz que remove as células em degeneração, o baço 
também é importante na geração de respostas imunes contra 
antígenos encontrados no sangue, sobretudo quando são par- 
ticulados. Os plasmoblastos e os plasmócitos maduros 
ocupam a zona marginal que se estende até a polpa vermelha 


(Figura 7.90). 


Sistema imune cutâneo 


Os patógenos são encontrados primeiramente nas superfícies 
do corpo, seja na pele, seja nas mucosas (veja adiante). As 
superfícies do corpo são dotadas de várias barreiras externas 
contra infecção (veja a Figura 1.6), e as células do sistema 
imune só entram em ação quando elas são ultrapassadas. No 
estado normal, sem inflamação, a epiderme tem células de 
Langerhans e células T residentes, enquanto a derme subja- 
cente contém células dendríticas, células T, macrófagos e mas- 
tócitos. Há migração continua de leucócitos dos vasos 
sanguíneos para a pele; essas células vigiam sinais de infecção 
e retornam à circulação através do sistema linfático e dos 
linfonodos. Caso um patógeno provoque uma reação inflama- 
tória na pele, outras células do sistema imune aparecem rapi- 
damente no local, entre elas neutrófilos, monócitos, eosinófilos 
e plasmócitos. Em doenças como o eczema atópico há grande 
aumento da quantidade de leucócitos na pele. A inflamação 
cutânea é controlada por várias moléculas de adesão, entre as 
quais as integrinas LFA-1 e VLA-4 e o antígeno leucocitário 
cutâneo (CLA, do inglês, cutaneous leucocyte antigen) desem- 
penham papéis fundamentais (Figura 7.7). O receptor da qui- 
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(area de células B 
da polpa branca) 


Foliculo 
secundário 


Figura 7.9 Baço. (a) Vista em pequeno aumento do baço 
humano mostrando a polpa vermelha (RP do inglês, red pulp) e 
a polpa branca (WP, do inglês, white pulp) linfoide. Coloração 
tripla de Mallory. Gentilmente cedida por G. Campbell. (b) 
Diagrama de representação de uma área de polpa branca 
circundada por polpa vermelha. (c) Visão em grande aumento 
do centro germinativo (GC, do inglês, germinal center) e do 
manto de linfócitos (M) circundados por zona marginal (MZ, do 
inglês, marginal zone) e polpa vermelha (RP). Adjacente ao 
folículo, uma arteríola (A) é circundada pela bainha linfoide 
periarteriolar (PALS, do inglês, periarteriolar lymphoid sheath) 
constituída predominantemente de células T. Note que a zona 
marginal só é encontrada acima do folículo secundário. 
(Fotografado por I.C.M. MacLennan.) 
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miocina CCR4 é expresso pela maioria das células T CLA’, e 
seu ligante CCL17 é apresentado nas paredes dos vasos san- 
guíneos na pele, Outra quimiocina, CCL27, é expressa por 
ceratinócitos, e seu receptor, CCR10, em uma subpopulação 
de células T CLA". Algumas das células T CLA* encontradas 
na pele são células reguladoras CD4* Foxp3*. 


Imunidade das mucosas 


Muitos patógenos infectam as superfícies da mucosa, por 
exemplo, após ingestão, inalação ou transmissão sexual. Os 
tratos gastrintestinal, respiratório e geniturinário contam com 
a proteção imunológica dos acúmulos subepiteliais de células 
e dos tecidos linfoides não limitados por cápsulas de tecido 
conjuntivo (Figura 7.10). Estas podem ser coleções difusas de 
linfócitos, plasmócitos e fagócitos em todo o pulmão e na 
lâmina própria (tecido conjuntivo) da parede intestinal 
(Figura 7.10c) ou tecido linfoide associado à mucosa (MALT) 
organizado com folículos bem formados. Em seres humanos, 
este último compreende as tonsilas lingual, palatina e farín- 
gea, as placas de Peyer do intestino delgado (Figura 7.10a) e 
o apêndice. O tecido linfoide associado ao intestino é sepa- 
tado do lúmen por epitélio cilíndrico com zônulas de oclusão 
e uma camada mucosa. O epitélio é entremeado com células 
M (microfold) (Figuras 7.10b e 7.11); células especializadas 
transportadoras de antígeno, com microvilosidades irregula- 
res curtas na superfície apical, responsáveis pela endocitose de 
antígenos. As vesículas endocíticas levam o antígeno a ser 
eliminado por exocitose à superfície basal, destinando-o à 
atenção de linfócitos intraepiteliais, células dendríticas e 
macrófagos (Figura 7.11b, c). 

Coletivamente, as células e os tecidos implicados na imu- 
nidade da mucosa formam um sistema secretor interconec- 
tado dentro do qual podem circular as células B comprometidas 
com a síntese de IgA (ou IgE) (Figura 7.12). No entanto, vale 
mencionar que, ao contrário de outros tecidos da mucosa, o 
isótipo dominante nas vias reprodutivas femininas e mascu- 
linas geralmente é IgG derivada do plasma. 


As placas de Peyer formam o local de indução 
de respostas imunes no intestino 


O material estranho, incluindo bactérias, é captado pelas 
células M e transferido para as células apresentadoras de antí- 
geno da placa de Peyer subjacente, que então ativam os lin- 
fócitos apropriados. Assim, as placas de Peyer constituem o 
local de indução de respostas imunes no intestino. Depois 
que sua ativação é induzida, os linfócitos seguem na linfa até 
os linfonodos mesentéricos, onde pode haver ativação e pro- 
liferação adicionais. Uma característica especial das células 
apresentadoras de antígeno das placas de Peyer, dos linfono- 
dos mesentéricos e da lâmina própria é a presença de uma 
população de células dendríticas CD103* que expressam 
enzimas desidrogenase retinais, que convertem a vitamina A 
em ácido retinoico. Por que isso é relevante? Bem, porque a 
estimulação por receptores do ácido retinoico (RAR) nos 


linfócitos induz as células T a aumentarem a expressão tanto 
da integrina LPAM-1 (0.87) quanto dos receptores de ende- 
reçamento intestinal CCR9, além de fomentar a diferenciação 
de células T reguladoras Foxp3* e favorecer a produção de 
células B produtoras de IgA. Os linfócitos T “marcados” 
seguem através do ducto torácico até a corrente sanguínea, e, 
por fim, até a lâmina própria (Figura 7.12). Nesse local 
reativo, eles auxiliam as células B produtoras de IgA que, por 
terem agora ampla distribuição, defendem uma extensa área 
do intestino com anticorpos protetores. As células T e B 
também aparecem no tecido linfoide pulmonar e em outros 
sítios da mucosa guiadas pelas interações de receptores de 
endereçamento específicos com adressinas de HEV apropria- 
das, como já discutido. Convém salientar que a imunização 
intranasal é particularmente eficaz na estimulação da produ- 
ção de anticorpos no trato geniturinário. 


Linfócitos intestinais 


O ligante da integrina LPAM-1, MAdCAM-1, é encontrado 
nas vênulas pós-capilares da lâmina própria intestinal 
(Figura 7.13) e, portanto, facilita a chegada das células T 
intestinais. Essas células têm um fenótipo aproximadamente 
comparável ao dos linfócitos do sangue periférico: a saber, 
> 95% dos receptores de células T (TCR) aß e uma razão 
CD4:C8 de 7:3, e parecem ser principalmente células ativa- 
das ou de memória. As respostas imunes indesejadas no trato 
intestinal podem ser reduzidas após a secreção de IL-10 e de 
fator transformador do crescimento-B (TGFB) por células T 
reguladoras indutíveis. Na lâmina própria também há uma 
quantidade generosa dispersa de células B ativadas e plasmó- 
citos secretores de IgA para transporte pelo receptor poli-lg 
até o lúmen intestinal (veja a p. 69). 

Os linfócitos intraepiteliais intestinais (IEL, do inglês, 
intestinal intraepithelial lymphocytes) são completamente dife- 
rentes. Eles e as células dendríticas epiteliais expressam altos 
níveis da integrina o,f, que se liga à E-caderina nas células 
epiteliais intestinais, assim localizando os IEL entre as células 
epiteliais (Figura 7.14). São, em sua maioria, células T, e cerca 
de 10% delas em seres humanos têm um TCR yô. Em outras 
espécies, as células T yô podem representar até 40% das 
células T IEL. Daquelas que têm TCR a, a maioria é CD8* 
positiva, e em camundongos pode ser dividida em duas popu- 
lações. Um terço tem o tipo convencional de CD8, um hete- 
rodímero composto de uma cadeia CD8 a e uma cadeia CD8 
B. No entanto, dois terços expressam um homodimero CD8 
aa, encontrado quase exclusivamente em IEL. Embora as 
células T com TCR yë CD8 aa existam tanto no ser humano 
quanto no camundongo, a existência de células T IEL com 
TCR aß CD8 aa em seres humanos é controversa. 

Os IEL que são células T convencionais com TCR ap e 
um CD8 heterodímero aß reconhecem o complexo peptídio- 
-MHC. No entanto, os IEL com TCR af que expressam 
CD8 aa são gerados com eficiência em camundongos kno- 
ckout para MHC classe I e para CDI e, portanto, não 
reconhecem antígenos apresentados por nenhuma dessas 
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(a) 
(a) 
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Figura 7.10 Imunidade associada ao intestino. (a) Coloração por imunofluorescência indicando as células B (com anti-CD20, 
verde), células T (com anti-CD3, vermelho) e o epitélio associado ao folículo (FAE) (com anticitoqueratina, azul) na placa de Peyer 
de intestino delgado humano. GC, centro germinativo; célula M, célula microfold. (b) Detalhes da área de célula M (microfold) de 
captação de antígenos. (c) Coloração para IgA (verde) e IgG (vermelho) em corte de mucosa do intestino grosso humano. O 
epitélio da cripta mostra transporte seletivo de IgA. Apenas algumas células dispersas produtoras de IgG são observadas na lâmina 
própria, juntamente com muitos plasmócitos secretores de IgA (coloração verde-brilhante). (d) Coloração para células T CD4 
(vermelho) e CD8 (verde) na mucosa duodenal humana. O epitélio das vilosidades é mostrado em azul (citoqueratina). A fraca 
expressão de CD4 observada no fundo representa macrófagos ou células dendríticas. (Reproduzida de Brandtzaeg P. & Pabst R. 
(2004) Trends in Immunology 25, 570 a 577 com permissão dos editores.) 


Figura 7.11 Célula M no epitélio da placa de Peyer. (a) Micrografia eletrônica de varredura da superfície do epitélio da placa de 
Peyer. A célula M de captação de antígeno no centro é circundada por enterócitos absortivos cobertos por microvilosidades 
regulares densas. Observe as micropregas irregulares e curtas da célula M. (Reproduzida com permissão dos autores e editores de 
Kato T. & Owen R.L. (1999) In: Ogra R. et al. (eds.) Mucosal Immunology, 2nd edn. Academic Press, San Diego.). (b) Após captação 
e transporte transcelular pela célula M (M), o antígeno é processado por macrófagos e células dendríticas, que o apresentam às 
células T nas placas de Peyer e nos linfonodos mesentéricos. E, enterócito; IDC, célula dendrítica interdigitada; L, linfócito; MD, 
macrófago. (c) Fotomicrografia eletrônica de uma célula M (M no núcleo) com linfócito adjacente (L no núcleo). Observe que ambas 
as células epiteliais flanqueadoras são enterócitos absortivos com borda em escova típica. (Citrato de chumbo e acetato de uranila, 
1.600x.) ([b] Com base em Sminia T. & Kraal G. (1988) In: Delves PJ. & Roitt I.M. (eds.) Encyclopedia of Immunology, 2nd edn, 

p. 188. Academic Press, Londres.) 
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Figura 7.12 Circulação de linfócitos no 
sistema linfoide associado à mucosa. 
Células estimuladas por antígeno saem 
das placas de Peyer para colonizar a 
lâmina própria e as outras superfícies 
mucosas (~~~), formando o 
que foi descrito como sistema imune 
comum das mucosas. 


Figura 7.13 Expressão seletiva da 
adressina vascular da mucosa 
MAdCAM-1 no endotélio envolvida no 
endereçamento de linfócitos a sítios 
gastrintestinais. A coloração imuno- 
histológica revela a presença de 
MAdCAM-1 (a) nas vênulas pós-capilares 
na lâmina própria (LP) do intestino 
delgado e (b) no endotélio de parede alta 
das vênulas pós-capilares (HEV) nas 
placas de Peyer (PP), mas sua ausência 
na (c) HEV de linfonodos periféricos 
(PLN, do inglês, peripheral lymph nodes). 
(Reproduzida com permissão de Butcher 
E.C. et al. (1999) Advances in Immunology 
72, 209.) 


moléculas. Ainda não se sabe se esses IEL são restritos por 
moléculas não clássicas do MHC (veja a p. 110) como TL e 
Qal, mas supõe-se que atuem como uma primeira linha de 
defesa relativamente primitiva nas superfícies externas do 
corpo. MICA e MICB, membros da família relacionada com 
a cadeia do MHC classe I (MIC) (veja a p. 110), parecem 
participar da ativação de IEL com TCR yô humanos. 
Reflita por um momento sobre o fato de que existem 
aproximadamente 10% bactérias no lúmen intestinal do 
homem adulto normal. Durante uma infecção, muitas dessas 
bactérias são patogênicas, em vez de comensais benignas. 
Associados à barreira de mucina produzida pelas células cali- 


ciformes e pela zona protetora de anticorpos IgA secretados, 
esses aglomerados de linfócitos intestinais são uma linha de 
defesa crucial. Na verdade, a quantidade de IEL no intestino 
delgado do camundongo representa quase 50% da quanti- 
dade total de células T em todos os órgãos linfoides. 


A medula óssea é um importante local 
de síntese de anticorpos 


Embora as células B amadureçam na medula óssea a partir de 
células-tronco hematopoéticas, durante a maturação a maioria 
das células B virgens (naive) segue para os órgãos e tecidos 


Vilosidade 


Célula de Paneth 


linfoides secundários, onde encontram antígenos. Essa saída da 
medula óssea pode ser regulada por esfingosina 1-fosfato, que 
controla a saída de linfócitos do timo e dos linfonodos. As 
células B ativadas podem retornar à medula óssea e se aglomerar 
ao redor de sinusoides vasculares. Nesse local, elas são capazes 
de participar da geração de respostas de anticorpos a patógenos 
na corrente sanguínea e sobrevivem graças às células dendríticas 
da medula óssea que secretam citocina MIF (fator inibidor da 
migração de macrófagos). Sabe-se que a medula óssea é a prin- 
cipal morada de plasmócitos de vida longa (Figura 7.15), cujos 
precursores são gerados nos centros germinativos de tecidos 
linfoides secundários. Desse modo, a medula óssea é a principal 
fonte de Ig sérica. Há também células B e T de memória. 


Figura 7.15 Plasmócitos na medula óssea humana. 
Preparação de citospina corada com rodamina (laranja) para 
cadeia pesada de IgA e fluoresceína (verde) para cadeia leve 
lambda. As duas imagens são do mesmo campo, uma mostra 
fluorescência verde e a outra, fluorescência laranja. Assim, uma 
célula é positiva para IgA.A, outra para IgA.não À, e a terceira 
para não IgA. (Fotografia gentilmente cedida por R. Benner, W. 
Hijmans e J.J. Haaijman.) 
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Figura 7.14 Linfócitos intraepiteliais (IEL). Os 
IEL são vistos espalhados entre as células 
epiteliais das vilosidades intestinais. As células 
absortivas com proeminentes microvilosidades 
digerem e absorvem nutrientes, as células 
caliciformes secretam muco, e as células de 
Paneth nas criptas secretam lisozima e 
defensinas. 


Célula 
epitelial 
absortiva 


IEL 


Célula 
caliciforme 


O fígado contém várias células 
do sistema imune 
O figado é suprido tanto por sangue venoso proveniente do 
intestino quanto por sangue arterial, e, portanto, tem boas 
condições de monitorar antígenos circulantes. Desempenha 
papel importante nas respostas inatas, o que inclui a produção 
de proteínas da fase aguda (veja a p. 24). Juntamente com o 
baço, é o principal local para onde são transportados os imu- 
nocomplexos para subsequente destruição. No caso do fígado, 
isso é feito pelas células de Kupffer — macrófagos residentes 
nesse órgão. Há uma proporção relativamente alta de células 
NK e NKT e sabe-se que CD 1d nas células dencríticas é capaz 
de apresentar glicolipídios microbianos às células NKT hepá- 
ticas (veja a p. 139). O figado humano também contém grande 
quantidade de células T convencionais que são ativadas local- 
mente por várias células apresentadoras de antígeno, entre elas 
as células dendríticas interdigitadas, células de Kupffer e células 
endoteliais sinusoidais hepáticas. Todavia, o fígado tende a ser 
um ambiente bastante tolerogênico em razão dos altos níveis 
de IL-10 e PD-L1 (ligante 1 da morte programada 1) e, por- 
tanto, o limiar para ativação de células T é bem alto. 


O uso de sítios privilegiados 


Alguns locais do corpo, como o encéfalo, a câmara anterior 
do olho e o testículo, são considerados sítios imunologica- 
mente privilegiados, pois os antígenos aí localizados não 
provocam reação contra si próprios. Sabe-se há muito tempo, 
por exemplo, que transplantes de córnea heterólogos podem 
ter sobrevida prolongada e que alguns vírus se expandiram 
por causa da passagem repetida pelo encéfalo de animais. 
De modo geral, os sítios privilegiados são protegidos por 
fortes barreiras entre o sangue e os tecidos e pela baixa permea- 
bilidade a substâncias hidrofílicas e sistemas de transporte 
mediados por carreador. Níveis de complemento insignificantes 
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do ponto de vista funcional reduzem a ameaça de reações 
inflamatórias agudas, e concentrações muito altas de citocinas 
imunossupressoras, como IL-10 e TGFB (veja a p. 252), inibem 
qualquer atividade indevida de linfócitos Th1. O privilégio 
imune também pode ser mantido por apoptose induzida por 
Fas (CD95) de células autoagressivas. Lesley Brent disse bem: 
“Pode-se supor que seja melhor para o organismo não trans- 
formar a câmara anterior do olho, a córnea ou o encéfalo em 
um campo de batalha inflamatória, já que às vezes a resposta 
imunológica é mais prejudicial que a agressão do antígeno que 
a provocou.” 


Manipulação do antígeno 


Para onde vai o antígeno quando entra no corpo? Se penetrar 
nos tecidos, é transportado pela linfa até os linfonodos de 
drenagem. Antígenos encontrados nas vias respiratórias supe- 
riores, no intestino ou no aparelho reprodutivo são aprisio- 
nados pelo MALT local, enquanto antígenos no sangue 
provocam uma reação no baço. 


Macrófagos são células apresentadoras 
de antígeno gerais 


“Classicamente”, sempre se admitiu que os antígenos que 
drenam para o tecido linfoide são capturados por macrófagos. 
Em seguida, os antígenos são parcial ou totalmente decompos- 
tos nos fagolisossomos; alguns podem escapar da célula em uma 
forma solúvel e ser capturados por outras células apresentadoras 
de antígeno, como as células dendríticas, com reaparecimento 
na superfície como peptídio processado associado a moléculas 
do complexo principal de histocompatibilidade classe II. 
Embora a expressão de moléculas do MHC classe II por macró- 
fagos residentes em repouso seja nula ou de pouca monta, os 
antígenos geralmente são encontrados no contexto de um 
agente infeccioso microbiano que pode ativar o macrófago para 
expressar a classe II após a conexão de receptores de reconhe- 
cimento de padrões, como TLR4, pelo lipopolissacarídio bac- 
teriano (LPS). Os macrófagos também são induzidos a expressar 
moléculas do MHC classe II após exposição a IFNy ou conexão 
de CD35 (receptor 1 do complemento). 


Células dendríticas interdigitadas apresentam o 
antígeno aos linfócitos T virgens (naive) 


A despeito da impressionante capacidade do poderoso macró- 
fago de apresentar antígenos, há uma função em que ele é 
deficiente — o priming de linfócitos T virgens (naive). Animais 
que tiveram os macrófagos retirados, por captação seletiva de 
lipossomos contendo o fármaco difosfonato de diclorometi- 
leno, respondem tão bem a antígenos T-dependentes quanto 
controles com macrófagos intactos. Somos obrigados a concluir 
que outras células além dos macrófagos efetuam o priming das 
células T auxiliares, e agora há consenso de que essas são as 
células dendríticas interdigitadas (IDC, do inglês, interdigita- 
ting dendritic cells). Essas células, originadas na medula óssea, 


têm a surpreendente capacidade de processar volume de líquido 
extracelular correspondente a quatro vezes o próprio volume 
em 1 hora, facilitando assim a captura e o processamento do 
antígeno em seus abundantes compartimentos intracelulares 
enriquecidos de MHC classe II (MIIC; veja a p. 130). 

Portanto, as IDC são a nata das células apresentadoras de 
antígeno e, se pulsadas com antígeno antes da injeção em 
animais, geralmente produzem resposta imune impressio- 
nante. A esse respeito, é importante observar que é possível 
gerar grandes quantidades dessas células dendríticas a partir 
do sangue periférico por cultura com fator estimulador de 
colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF, do inglés, 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (veja a 
p- 239) para promover a proliferação, e com IL-4, para inibir 
o supercrescimento de macrófagos. Seu uso em imunoterapia 
começa a ser explorado, por exemplo, pulsando-se células 
dendríticas autólogas com os antígenos tumorais do paciente 
e reinjetando-as para provocar uma resposta imune. 

As células dendríticas precursoras no sangue destinadas 
a se tornarem células de Langerhans cutâneas expressam 
antígeno leucocitário cutâneo (CLA), que guia seu endere- 
çamento até a pele mediante interação com E-selectina nas 
células endoteliais vasculares relevantes, assim como ocorre 
com as células T cutâneas. As células de Langerhans, e as 
células dendríticas em outros tecidos, atuam como agentes 
de captação de antígeno. São apenas moderadamente fago- 
citárias, mas efetuam endocitose e pinocitose extremamente 
ativas mediadas por receptor. Os receptores participantes da 
captura de antígeno, incluindo o receptor da manose, vários 
TLR e receptor Fc para IgG e IgE, são encontrados nas 
células dendríticas. A expressão de MHC classe II na super- 
fície celular e de moléculas de adesão e coestimuladoras é 
baixa nessa fase inicial da vida das células dendríticas. No 
entanto, à medida que se diferenciam em células apresenta- 
doras de antígeno plenamente desenvolvidas, as atividades 
de fagocitose e endocitose diminuem, os níveis das molécu- 
las implicadas na captura de antígenos caem, mas há 
aumento drástico do MHC classe II. Moléculas coestimu- 
ladoras como CD40, CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) também 
aumentam nessa fase, assim como a molécula de adesão 
ICAM-1, que contribui para as propriedades migratórias e 
de apresentação de antígeno dessas células. A expressão de 
vários receptores das quimiocinas, incluindo CCR5 e 
CXCR4 (veja a Tabela 9.2), significa que eles são atraídos e 
migram para áreas de células T no tecido linfoide e, por 
acaso, como também expressam CD4, tornam-se suscetíveis 
à infecção pelo HIV (veja a p. 398). 

Duas vias de desenvolvimento diferentes de IDC foram 
descritas, a via mieloide, que gera células dendríticas mie- 
loides intersticiais CD11c' e células de Langerhans cutâneas, 
ea via linfoide, que produz células dendríticas plasmacitoi- 
des que não têm ou expressam apenas níveis baixíssimos de 
CD11 e produzem grande quantidade de interferon-a e B. 
Parece haver muitas subpopulações de células dendríticas 
mieloides, embora essa área ainda seja um tanto incerta. 


Na ausência de ativação, as células dendríticas não expres- 
sam moléculas coestimuladoras como CD80 e CD86. O antí- 
geno apresentado por essas células dendríticas “tolerogénicas” 
causa anergia ou deleção de células T ou induz células T regu- 
ladoras a secretarem citocinas imunossupressoras como IL-10 
e TGFB. Em algumas circunstâncias, as células dendríticas 
também exibem um fenótipo regulador pela secreção de indo- 
leamina 2,3-dioxigenase (IDO), que catalisa a depleção de 
triptofano, na ausência do qual as células T sofrem apoptose. 

Para resumir, o priming das células T parece ocorrer da 
seguinte maneira. As células dendríticas periféricas, como as 
células de Langerhans (veja a Figura 2.7), que se ligam aos 
ceratinócitos cutâneos por expressão superficial de E-caderina, 
podem capturar e processar o antígeno. À medida que a dife- 
renciação avança, elas perdem a E-caderina e produzem cola- 
genase, provavelmente para facilitar a travessia da membrana 
basal. Em seguida, seguem como células “camufladas” na linfa 
(Figura 7.16a) antes de se estabelecerem como IDC na zona 
paracortical de células T' do linfonodo de drenagem (Figura 
7.16b). Aí a IDC leva o antígeno com sinais coestimuladores 
(Figura 7.17) para a potente estimulação de células T' virgens 
(naive) e, em seguida, de células T' específicas e ativadas, que 
tiram vantagem da grande área de superfície para se ligarem a 
complexos MHC -peptídio na membrana da IDC. 

Voltaremos a falar sobre as IDC no Capítulo 11 quando 
discutirmos seu papel central no timo, onde apresentam auto- 
peptidios às células T autorreativas em desenvolvimento e 
desencadeiam sua execução apoptótica (conhecida pelo eufe- 
mismo “deleção clonal”; veja a p. 304). 
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Células dendríticas foliculares ligam-se a 
imunocomplexos e estimulam células B 


Os receptores do complemento FcyRIIB, FceRII e CRI 
(CD35) e CR2 (CD21) (veja a p. 333) na superfície das 
células dendríticas foliculares não fagocitárias negativas para 
MHC classe II permitem que essas células capturem o com- 
plexo antigénico com muita eficiência e mantenham-no em 
forma nativa na sua superfície por longos períodos. As células 
B de memória são estimuladas por reconhecimento do antí- 
geno retido e coestimuladas por meio do reconhecimento pela 
célula B CD21 (veja a p. 228) de fragmentos de complemento 
existentes na superfície das células dendríticas foliculares. Há 
evidências sugestivas de que antígenos intactos podem ser 
retidos por células dendríticas foliculares durante muitos 
meses ou talvez por ainda mais tempo. 

Classicamente, uma resposta secundária seria iniciada nas 
células T auxiliares pelo antígeno, sozinho ou na forma de 
imunocomplexo, capturado por IDC e macrófagos, proces- 
sado e apresentado ao TCR como complexo peptidio-MHC. 
No entanto, a captura de imunocomplexos na superfície das 
células dendríticas foliculares abre uma via alternativa. Um a 
3 dias depois do estímulo secundário, os dendritos filamen- 
tares nas células foliculares, aos quais estão ligados os imuno- 
complexos, formam esferas que se soltam como estruturas 
chamadas “icossomos” (corpos revestidos por imunocomple- 
xos). Estes se ligam às células B do centro germinativo, que 
então endocitam e processam o antígeno para apresentação 
pelo MHC classe II da célula B e subsequente estimulação de 
células T auxiliares para dar início à resposta secundária. 


Figura 7.16 Células dendríticas interdigitadas (IDC). (a) Micrografia eletrônica de varredura de uma célula camuflada, forma 
morfológica adotada pelas IDC quando transportadas na linfa aferente. (b) IDC na área timo-dependente de linfonodo de rato. Há 
contato íntimo com as membranas de superfície (setas) dos linfócitos T (TL) adjacentes (2.000x). Ao contrário dessas células 
dendríticas interdigitadas que apresentam antígeno processado às células T, as células dendríticas foliculares nos centros 
germinativos apresentam o antígeno intacto às células B. ([a] Cortesia de G.G. MacPherson. [b] Reproduzida com permissão dos 
autores e editores de Kamperdijk E.W.A., Hoefsmit E.Ch.H., Drexhage H.A. e Balfour B.H. (1980) In: Van Furth R. (ed.) Mononuclear 
Phagocytes, 3 rd edn. Rijhoff Publishers, The Hague.) 
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Figura 7.17 Migração de células dendríticas interdigitadas (IDC). Os precursores das IDC são derivados de células-tronco da 
medula óssea. Eles seguem pelo sangue até os tecidos não linfoides. Nessa fase de sua vida, essas IDC, por exemplo, células de 
Langerhans cutâneas, são especializadas na captação de antígeno. Em seguida, seguem pelos vasos linfáticos aferentes como 
células camufladas (veja a Figura 7.16a) e se alojam nos tecidos linfoides secundários (veja a Figura 7.16b), onde expressam altos 
níveis de moléculas do MHC classe Il e coestimuladoras como B7 (CD80 e CD86). Essas células são altamente especializadas para 
a ativação de células T virgens (naive). A célula T ativada pode realizar sua função no linfonodo ou, depois da sensibilização por 
moléculas de endereçamento relevantes, voltar ao tecido apropriado. 


Tecido linfoide organizado 

E A complexidade das respostas imunes adquiridas 
é atendida por uma sofisticada estrutura. 

m Os linfonodos filtram e examinam a linfa que flui 
dos tecidos do corpo enquanto o baço filtra o 
sangue. 

E As áreas de células B e T são separadas sob o 
controle das quimiocinas. 

E As estruturas das células B surgem no córtex do 
linfonodo como folículos primários, que se tornam 
folículos secundários com centros germinativos 
depois da estimulação antigênica. 

E Os centros germinativos com sua rede de células 
dendríticas foliculares expandem os blastos de 
células B produzidos por estímulo antigênico 
secundário e controlam sua diferenciação em 
células de memória e plasmócitos produtores de 
anticorpos. 


Imunidade das mucosas 

E As células M transportadoras de antígenos 
especializadas permitem que os antígenos tenham 
acesso ao tecido linfoide das mucosas. 


E O tecido linfoide que protege o trato gastrintestinal 
não é encapsulado, mas tem estrutura organizada 
(tonsilas, placas de Peyer, apêndice). Também há 
coleções difusas de células na lâmina própria. Os 
linfócitos intraepiteliais são principalmente células 
T e incluem alguns novos subgrupos, como 
células com CD8 aa que reconhecem antígenos 
apresentados por moléculas do MHC não clássico. 

E Juntamente com os acúmulos subepiteliais de 
células que revestem as superfícies mucosas dos 
tratos respiratório e geniturinário, essas células e 
tecidos linfoides formam o “sistema imune 
secretor”, que banha a superficie com anticorpos 
protetores, sobretudo IgA. 


Outros locais 

E As células T cutâneas caracterizam-se pela 
presença do antígeno cutâneo associado ao 
linfócito (CLA) e do receptor da quimiocina CCR4. 

E A medula óssea é um importante local de 
produção de anticorpos. 

E O trato respiratório e o fígado contêm quantidade 
significativa de linfócitos e células fagocitárias. 


m O encéfalo, a câmara anterior do olho e o testículo 
são locais privilegiados nos quais os antígenos 
são sequestrados com segurança. 


Trânsito de linfócitos para os linfonodos 

E A recirculação de linfócitos entre o sangue e os 
linfonodos é guiada por receptores de 
endereçamento especializados na superfície do 
endotélio de parede alta das vênulas 
pós-capilares. 

E Os linfócitos tocam células endoteliais 
selecionadas e rolam ao longo de sua superfície 
por meio de interações de selectinas, integrinas e 
receptores de quimiocinas com seus respectivos 
ligantes. A retenção do linfócito após ativação de 
LFA-1 ocasiona subsequente transmigração 
através da célula endotelial. 
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Manipulação do antígeno 

E Os macrófagos são células gerais de apresentação 
do antígeno para linfócitos primed, mas não 
estimulam células T virgens (naive). 

E A estimulação das células T virgens (naive) é 
realizada por células dendríticas de origem 
hematopoética que processam o antígeno, migram 
para o linfonodo de drenagem e se estabelecem 
como células dendríticas interdigitadas. Elas 
podem apresentar peptídios derivados de 
antígenos às células T virgens (naive), iniciando 
assim potentes respostas das células T primárias. 

E As células dendríticas foliculares em centros 
germinativos ligam imunocomplexos à sua 
superfície por meio de receptores Fc e C3b. Os 
complexos têm vida longa e podem servir de fonte 
contínua de estimulação antigênica das células B. 
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Para lembrar 


Os linfócitos T e B são os principais efetores da imunidade adaptativa e 
empregam receptores de membrana gerados aleatoriamente para “ver” o 
antígeno. Nos dois casos, o reconhecimento do antígeno cognato acarreta a 
expansão clonal do linfócito, o que aumenta a quantidade de células 
disponíveis para produzir uma resposta e garante que o encontro 
subsequente com o mesmo antígeno suscitará uma resposta mais forte 
desde o início (i. e., a memória imunológica). Embora os receptores das 
células B (IgM e IgD de superficie) interajam diretamente com o antígeno, as 
células T exigem a apresentação do antígeno juntamente com moléculas do 
MHC. A apresentação do antígeno a células T virgens (naive) (i. e., ainda 
não estimuladas) ocorre em tecidos linfoides e geralmente é realizada por 
células dendríticas maduras que migraram dos tecidos periféricos em razão 
da exposição a um estímulo de maturação, como um padrão molecular 
associado ao patógeno (PAMP, do inglês, pathogen-derived molecular 
pattern). As células dendríticas maduras apresentam antígenos processados 
às células T mediante exibição de peptídios derivados desses antígenos nas 
moléculas do MHC. As células dendríticas também são responsáveis pela 
coestimulação essencial das células T na forma de ligantes da família B7 
(CD80/CD86) e de outras moléculas de superfície; a ausência de moléculas 
coestimuladoras nas células dendríticas não causa ativação produtiva da 


Para lembrar (Continuação) 
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célula T e pode acarretar tolerização ou morte de uma célula T responsiva. A ativação de células B também 
ocorre nos linfonodos e em outros tecidos linfoides, facilitada por células dendríticas foliculares que capturam e 
concentram com eficiência o antígeno que drena dos tecidos adjacentes. Com algumas exceções, as células B 
ativadas também necessitam da coestimulação por células T auxiliares, na forma de citocinas e de ligante 
CD40 unido à membrana, para possibilitar a proliferação e a diferenciação. Além da expansão clonal, a 
ativação de uma célula B ou T ocasiona também a maturação de células efetoras especializadas que produzem 
anticorpos (no caso das células B) ou associações específicas de citocinas ou moléculas citotóxicas (no caso 


das células T). 


Introdução 


A resposta imune adaptativa é desencadeada pelo encontro entre um linfócito B ou T e seu antígeno 
específico, o que costuma acarretar a “ativação” do linfócito e uma mudança radical no comportamento da 
célula — de um estado de latência sem divisão para um estado de proliferação mais ativa. Dessa maneira, dois 
objetivos são alcançados ao mesmo tempo: a quantidade de células capazes de responder a determinado 
antígeno é multiplicada (expansão clonal) e esses novos recrutas são capazes de produzir grande quantidade 
de citocinas ou anticorpos que ajudam a expulsar o invasor. Em virtude dos riscos associados à ativação 
imprópria de linfócitos (contra substâncias “próprias” ou inócuas), os sinais que promovem a ativação de 
células T ou B geralmente necessitam de coestimulação por outras células do sistema imune. A necessidade 
de coestimulação eleva o limiar para ativação dos linfócitos e protege contra a autoimunidade (veja o 

Capítulo 18). Quando não há recepção dos sinais coestimuladores apropriados, é frequente a morte por 


apoptose dos linfócitos de resposta. 


Nos capítulos anteriores aprendemos que as células B ou T usam receptores antigênicos relacionados, mas 
distintos, para reconhecer o antígeno. A estimulação das células T ou B por seus respectivos receptores 
antigênicos inicia uma cascata de eventos de transdução de sinal no linfócito de resposta que depende muito 
das proteinoquinases, proteínas que acrescentam grupos fosfato a outras proteínas. Esses grupos fosfato, 
embora pequenos no contexto geral da proteína a que estão fixados, alteram radicalmente a atividade da 
proteína-alvo (de modo positivo ou negativo) ou criam locais de ligação para o acoplamento de outras 
proteínas. Assim, a ativação de determinadas quinases atua como uma chave que modifica o comportamento 
celular. Portanto, os receptores da membrana para antígenos servem apenas como chaves externas para sinais 
que possibilitam o recrutamento de linfócitos T e B quando apropriado. Grande parte da complexidade da 
sinalização dos receptores de células T e B gira em torno da conveniência de ligar ou desligar a chave (i. e., 


quando responder ou não). 


Embora haja diferenças na natureza das quinases específicas que retransmitem os sinais dos receptores das 
células B e T, também há muitas semelhanças. Nos dois casos, esses eventos de transdução de sinal 
ocasionam a ativação de muitos dos mesmos fatores de transcrição, a entrada no ciclo de divisão celular e a 
expressão de uma série de novas proteínas pelo linfócito ativado que dota essas células de funções 


características de células efetoras. 


O agrupamento de receptores da 
membrana costuma causar sua ativação 


Todas as células usam receptores ligados à membrana plasmá- 
tica para extrair informações do ambiente. Essas informações 
são propagadas dentro da célula por moléculas sinalizadoras e 
capacitam-na a responder da maneira mais apropriada, que 
pode ser por reorganização do citoesqueleto celular (para faci- 
litar o movimento), expressão de novos produtos gênicos, 
aumento da aderência intercelular ou todas essas respostas. Em 


muitos casos, a ocupação do receptor pelo ligante específico 
(um fator de crescimento, um hormônio ou um antígeno) 
provoca a mudança de conformação, ou outras alterações, no 
receptor que recruta proteínas adaptadoras citoplasmáticas para 
a porção do receptor exposta ao citoplasma. Como muitos 
receptores da membrana plasmática são proteinoquinases ou 
recrutam proteinoquinases após ativação por ligantes específi- 
cos, a estimulação desses receptores costuma resultar na fosfo- 
rilação de regiões do receptor em contato com o citoplasma 
(i. e., a cauda citoplasmática) ou de proteínas associadas. 
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No caso dos receptores das células B e T, os próprios 
receptores não têm atividade enzimática intrínseca, mas estão 
associados a moléculas acessórias invariáveis (as cadeias CD3 
Yyôe e 6, no caso do receptor da célula T [TCR], e o complexo 
Ig-aB, no caso do receptor da célula B [BCR]) capazes de 
atrair a atenção de uma classe específica de quinases. 
Fundamental para essa atração é a presença de motivos espe- 
ciais chamados ITAM (do inglês, immunoreceptor tyrosine- 
-based activation motifs — motivos de ativação baseados na 
tirosina do imunorreceptor) nas caudas citoplasmáticas 
dessas moléculas acessórias (veja também p. 84, Capítulo 4). 
A fosforilação de ITAM nos resíduos de tirosina — em res- 
posta à estimulação de TCR ou BCR — torna possível a 
interação desses motivos com as proteínas adaptadoras que 
têm afinidade por motivos de tirosina fosforilados, dando 
início à transdução do sinal. Abordaremos, um por um, os 
eventos sinalizadores que ocorrem quando uma célula T ou 
B encontra um antígeno. 


Linfócitos T e células apresentadoras de 
antígeno interagem com o auxílio de 
vários pares de moléculas acessórias 


Antes de nos aprofundarmos nos detalhes práticos dos eventos 
de sinalização controlados por TCR, é importante lembrar 
que as células T só reconhecem o antígeno quando este é 
apresentado no sulco de ligação peptídica das moléculas do 
complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do 
inglês, major histocompatibility complex). Além disso, ainda 
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que o TCR seja o mecanismo primário de interação das 
células T com o complexo MHC-peptídio, as células T 
também expressam correceptores para o MHC (CD4 ou 
CD8) que definem subgrupos funcionais de células T. 
Lembre-se que as moléculas CD4 atuam como correceptores 
para MHC classe II e são encontradas em populações de 
células T auxiliares que “ajudam” na ativação e na maturação 
de células B e células T citotóxicas (Figura 8.1). As moléculas 
CD8 atuam como correceptores para moléculas do MHC da 
classe I e são características das células T citotóxicas, capazes 
de destruir células infectadas por vírus ou pré-cancerosas 
(Figura 8.1). Note, porém, que a afinidade de um TCR indi- 
vidual por seu complexo MHC -peptídio antigénico especí- 
fico é relativamente baixa (Figura 8.2). Assim, só é possível 
obter uma associação suficientemente estável com uma célula 
apresentadora de antígeno (APC, do inglês, antigenpresenting 
cell) pela interação de vários pares complementares de molé- 
culas acessórias, como LFA-1/ICAM-1, CD2/LFA-3 e assim 
por diante (Figura 8.3). Essas moléculas de adesão ensejam a 
associação de células T com células dendríticas e outras APC 
para inspeção dos peptídios antes da apresentação nas molé- 
culas do MHC. No entanto, esses acoplamentos moleculares 
não estão necessariamente relacionados apenas com a adesão 
intercelular; algumas dessas interações também propiciam a 
coestimulação essencial para a ativação apropriada dos 
linfócitos. 

Em geral, linfócitos não estimulados não são aderentes, 
mas rapidamente aderem aos componentes da matriz extra- 
celular ou a outras células (como APC) segundos depois de 
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Figura 8.1 Os subgrupos de células T auxiliares e citotóxicas 
são especificados pela classe do MHC. O CD4 nas células T 
auxiliares atua como correceptor para MHC classe Il e ajuda a 
estabilizar a interação entre o TCR e o complexo peptídio-MHC; 
o CD8 nas células T citotóxicas tem função semelhante pela 
associação com MHC classe I. 
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Figura 8.2 Afinidades relativas dos pares moleculares 
participantes das interações entre linfócitos T e células 
apresentadoras de antígeno. A figura mostra as faixas de 
afinidades de fatores de crescimento e seus receptores e 
também dos anticorpos para comparação. (Baseada em 
Davies M.M. e Chien Y.-H. (1993) Current Opinion in 
Immunology 5, 45.) 


encontrarem quimiocinas ou antigeno. Integrinas como 
LFA-1 e VTA-4 parecem ser muito importantes para a 
adesão dos linfócitos. A facilidade com que linfócitos 
alteram sua adesividade parece estar relacionada com a capa- 
cidade de mudança de conformação das integrinas; de um 
estado fechado e de baixa afinidade para outro mais aberto 
e de alta afinidade (Figura 8.4). Assim, no encontro de uma 
célula T com uma APC que exibe um complexo MHC- 
peptídio apropriado, sinais encaminhados por intermédio 
do complexo de TCR garantem o rápido aumento da afini- 
dade de LFA-1 por ICAM-1, o que ajuda a estabilizar a 
interação entre a célula T e a APC. Esse complexo tornou-se 
conhecido como sinapse imunológica. A ativação da 
pequena GTPase Rapl por estimulação do TCR parece 
contribuir para a rápida modificação da adesividade da inte- 
grina. Ainda não se sabe ao certo como Rap! faz isso, mas 
é provável que a modificação da cauda citoplasmática da 
integrina desencadeie uma mudança de conformação nos 
domínios extracelulares da integrina; um processo denomi- 
nado sinalização inside-out (de dentro para fora). 
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Figura 8.3 Ativação de células T em repouso. A interação de 
moléculas coestimuladoras leva à ativação do linfócito T em 
repouso pela célula apresentadora de antígeno (APC) ao haver 
ocupação do receptor de célula T (TCR) por seu complexo 
antígeno-MHC. A participação do sinal 1 do TCR sem o 
acompanhamento do sinal 2 coestimulador causa anergia. 
Observe que em uma célula T citotóxica, em vez da célula T 
auxiliar, evidentemente haveria o acoplamento de CD8 ao MHC 
classe |. O sinal 2 chega a uma célula T em repouso 
principalmente pela ocupação de CD28 na célula T por B7.1 
ou por B7.2 na APC. CTLA-4 compete com CD28 por ligantes 
B7 e tem afinidade muito maior por essas moléculas que 
CD28. A ocupação de CTLA-4 por B7 diminui o sinal 1. 
ICAM-1/2, molécula de adesão intercelular-1/2; LFA-1/2, 
molécula associada à função do linfócito-1/2; VCAM-1, 
molécula de adesão da célula vascular-1; VLA-4, antígeno 
muito tardio-4. 
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A ativação das células T 
requer dois sinais 


A estimulação do TCR por MHC-peptidio (que pode ser 
simulada por anticorpos contra o TCR ou o complexo 
CD3) não é suficiente para, sozinha, ativar plenamente as 
células T auxiliares em repouso. No entanto, a coestimula- 
ção via receptor CD28 na célula T induz a síntese de RNA 
e proteína, leva ao aumento da célula, que adquire aparência 
semelhante à de um blasto, inicia a síntese de interleucina-2 
(IL-2) e faz a célula passar da fase GO para G1 no ciclo de 
divisão celular. Assim sendo, são necessários dois sinais para 
a ativação de uma célula T auxiliar virgem (naive) 
(Figura 8.3). 

O antígeno associado ao MHC classe II na superfície de 
uma célula dendrítica madura é capaz de satisfazer as exigên- 
cias para os dois sinais. A formação de complexo entre o TCR 
e o MHC -peptídio é responsável pelo sinal 1, por meio do 
complexo receptor-CD3, e isso é muito potencializado pelo 
acoplamento de CD4 ao MHC. Agora a célula T é exposta 
ao sinal coestimulador (sinal 2) da célula dendrítica madura. 
As moléculas coestimuladoras mais potentes são os ligantes 
da família B7 (CD80/CD86) na célula dendrítica que inte- 
rage com CD28 na célula T, embora outras moléculas (como 
IL-1 e ligantes para ICOS, CD2 e OX40) também possam 
ter essa capacidade. 

Como foi assinalado no Capítulo 1 (p. 31), as células 
dendríticas imaturas que não foram expostas a PAMP ou 
DAMP são incapazes de ativar de modo produtivo as células 
T. A causa é a ausência relativa de moléculas coestimuladoras, 
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Figura 8.4 Ativação da integrina. As integrinas como a 
LFA-1 são capazes de assumir diferentes conformações que 
estão associadas a diferentes afinidades. A conformação da 
cabeça curva tem baixa afinidade pelo ligante, mas pode ser 
rapidamente transformada na conformação estendida de alta 
afinidade por sinais ativadores que atuam nas caudas 
citoplasmáticas das subunidades a e da integrina; um 
processo conhecido como sinalização inside-out (de dentro 
para fora). 
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como CD80/CD86, na superfície das células dendríticas ima- 
turas. No entanto, a maturação das células dendríticas subse- 
quente à estimulação de seus receptores de reconhecimento 
de padrões com um PAMP ou DAMP ocasiona aumento 
acentuado da expressão dessas moléculas. As citocinas infla- 
matórias (como IL-1, GM-CSF e TNFa) produzidas por 
macrófagos e neutrófilos nos estágios iniciais da infecção 
também são capazes de converter células dendríticas imaturas 
e pouco coestimuladoras em células dendríticas maduras e 
aptas a emitir os sinais necessários. A ativação das células T 
em repouso pode ser bloqueada por anti-B7, o que causa 
anergia da célula T, isto é, insensibilidade a qualquer outra 
estimulação antigênica. Como veremos nos próximos capitu- 
los, o princípio de que dois sinais ativam uma célula antígeno- 
-específica, mas um sinal pode induzir anergia, prevê a 
possibilidade de terapia imunossupressora seletiva. No 
entanto, ao contrário dos linfócitos T em repouso, as células 
T ativadas proliferam em resposta a um único sinal. 

Moléculas de adesão como ICAM-1, VCAM-1 e LFA-3 
não são de natureza coestimuladora, mas aumentam o efeito 
de outros sinais em até 100 vezes (Figura 8.3); uma distinção 
importante. Os eventos sinalizadores iniciais também contam 
com a agregação de balsas lipídicas compostas de subdomí- 
nios da membrana enriquecidos com colesterol e glicoesfin- 
golipídios. As moléculas da membrana celular participantes 
da ativação são concentradas nessas estruturas. 


Acionamento do complexo receptor 
da célula T 


Consideremos uma situação em que uma célula T encontrou 
uma célula dendrítica que exibe a combinação peptídio-MHC 
correta e interagiu com a célula dendrítica de tal modo que 
muitos dos TCR na célula T são ocupados com uma quanti- 
dade semelhante de complexos peptídio-moléculas do MHC 
de alta afinidade na célula apresentadora de antígeno. Esse 
processo estabiliza muito a interação entre a célula T e a célula 
dendrítica, de sorte que a duração do encontro (o tempo de 
permanência) será suficiente para ativar a célula T. Mas qual é 
o verdadeiro evento ativador? Em outras palavras, como o 
complexo do TCR registra que a chave foi acionada? 

Apesar de muitas pesquisas, ainda não temos uma resposta 
definida para essa pergunta, mas parece que tanto a agregação 
do complexo do receptor da célula T quanto as mudanças de 
conformação no complexo têm papéis essenciais na iniciação 
do sinal. No Capítulo 4 mostramos que o complexo do recep- 
tor da célula T é formado pelo próprio TCR e pelo complexo 
do correceptor CD3. O complexo do correceptor CD3 
contém CD3yée€, que tem os motivos sinalizadores (ITAM) 
necessários para a propagação de sinais para dentro da célula 
(Figura 8.5). Evidências recentes sugerem que, na célula T em 
repouso, as caudas citoplasmáticas das moléculas CD3e e 
CD36 estão inseridas na lâmina interna da membrana plas- 
mática, o que protege seus ITAM da quinase, chamada Lck 
(que comentaremos na próxima seção), necessária para manter 


a cascata de transdução de sinal. As interações MHC-TCR 
estáveis parecem ser capazes de libertar as caudas de CD3e e 
CD36 da membrana, tornando-as acessíveis para a fosforila- 
ção. Como veremos na próxima seção, as cascatas de sinali- 
zação resultantes da estimulação do TCR podem tornar-se 
muito complexas (Figura 8.6); mas dando um passo de cada 
vez é possível observar um sentido de ordem no aparente caos. 


A fosforilação da proteína tirosina é um 
evento inicial na sinalização em células T 


A interação entre o TCR e o complexo MHC-peptidio é 
muito potencializada pelo recrutamento de correceptor para 
MHC, CD4 ou CD8 para o complexo. Além disso, em vista 
da associação constitutiva entre as caudas citoplasmáticas de 
CD4 e CD8 e a Lck, uma proteína tirosinoquinase (PTK) 
que pode fosforilar os três ITAM consecutivos nas cadeias Ç 
do TCR, o recrutamento de CD4 ou CD8 para o complexo 
ocasiona a associação estável entre Lck e seu substrato na 
cadeia € (Figura 8.7a). 

A fosforilação da cadeia € por Lck cria locais de ligação para 
o recrutamento de outra PTK, ZAP-70 (proteína de 70 kDa 


Figura 8.5 O complexo do correceptor CD3. O TCR não tem 
atividade sinalizadora intrínseca, mas envia sinais através do 
complexo CD3 associado. Note que se considera que o 
complexo CDS seja constituído de uma subunidade de CD3 y e 
outra de CD3 5, de duas subunidades CD3 e de duas 
subunidades CD3¢ (zeta) unidas por ligação dissulfeto. Como 
mostra a figura, todas as subunidades correceptoras de 

CD3 contêm motivos de ativação baseados na tirosina do 
imunorreceptor (ITAM) que podem ser fosforilados por quinases 
ativadas por estimulação do TCR. A fosforilação nesses motivos 
cria locais de ligação para outras moléculas sinalizadoras 
capazes de propagar sinais ativadores das células T. 
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Figura 8.6 As vias de sinalização podem se tornar muito 
complexas. (Reproduzida com permissão de Zolnierowicz S. e 
Bollen M. (2000) EMBO Journal 19, 483.) 


associada à cadeia zeta), para o complexo sinalizador do TCR. 
O recrutamento de ZAP-70 para o complexo receptor ativa 
essa PTK por fosforilação mediada por Lck. A ZAP-70, por 
sua vez, fosforila duas proteínas adaptadoras essenciais, LAT 
(conexão para ativação de células T) e SLP76 (proteína de 
76 kDa de leucócito que contém o domínio SH2), capazes 
de induzir cascatas de sinalização divergentes posteriores 
(Figura 8.7b). 

A LAT tem papel ainda mais importante em eventos sub- 
sequentes, servindo como plataforma para o recrutamento de 
vários outros participantes para o complexo TCR. A LAT 
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contém muitos resíduos de tirosina que, quando fosforilados 
pela ZAP-70, se ligam a outras proteínas adaptadoras por meio 
de motivos (chamados domínios SH2) que se unem a resíduos 
de fosfotirosina. Assim, a fosforilação de LAT leva ao recruta- 
mento de GADS (proteína adaptadora relacionada com 
GRB2) que está associada constitutivamente ao SLP76. O 
SLP76 foi implicado em rearranjos do citoesqueleto por sua 
capacidade de se associar a Vavl e NCK (Figura 8.7b). Assim, 
é mais provável que as alterações do formato celular induzidas 
por estimulação de TCR sejam causadas por recrutamento de 
SLP76 para o complexo sinalizador de TCR. 

A LAT fosforilada também atrai a atenção de outras duas 
proteínas de ligação da fosfotirosina; a isoforma y1 de fosfo- 
lipase C (PLCy1) e a proteína adaptadora GRB2 (proteína 
2 de ligação ao receptor de fator do crescimento). A partir 
desse ponto, pode haver no mínimo duas cascatas de sinali- 
zação diferentes; a via de Ras/MAPK e a via do fosfatidili- 
nositol (Figura 8.7c). 


Eventos ocorridos após a sinalização 
do TCR 


Via de Ras/MAPK 


Ras é uma pequena proteína G associada à membrana plasmá- 
tica e, com frequência, é ativada em resposta a diversos estimu- 
los que promovem a divisão celular (Figura 8.8). Ras existe em 
dois estados, ligada a GTP (ativa) e ligada a GDP (inativa). 
Desse modo, a troca de GDP por GTP estimula a ativação de 
Ras e permite que essa proteína recrute um de seus efetores 
subsequentes, Raf. Sendo assim, como a estimulação do TCR 
ativa Ras? Um dos mecanismos de ativação de Ras é por inter- 
médio dos GEF (fatores de troca de nucleotídio guanina) 


Figura 8.7 Eventos de sinalização após a ocupação do receptor de células T (TCR). (a) A interação do TCR com a combinação 
peptidio-MHC correta leva ao recrutamento de CD4/CD8 para o complexo TCR mediante interações com o MHC na célula 
apresentadora de antígeno (APC) (note que, para simplificar, não é mostrada a coestimulação entre B7 e CD28). A associação 
constitutiva entre CD4 e CD8 e a quinase Lck aproxima muito a Lek dos ITAM no complexo do correceptor CDS. Assim, a Lek 
fosforila CD3¢ em vários locais, o que cria locais de ligação para recrutamento da ZAP-70 quinase. (b) O recrutamento de 

ZAP-70 para o complexo do correceptor CD3 causa sua fosforilação e ativação por Lck. Então, a ZAP-70 ativa propaga os sinais do 
TCR por fosforilação da LAT em vários locais. A LAT fosforilada serve como plataforma para o recrutamento de vários complexos 
sinalizadores, como mostra a figura. (c) As moléculas recrutadas para LAT incitam três cascatas sinalizadoras principais, como 
mostra a figura, que cooperam entre si e ativam a célula T. Veja mais detalhes no texto. 
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que promovem a troca de GDP por GTP em Ras. Um desses 
GEE, SOS (do inglés, son of sevenless), é recrutado para LAT 
fosforilada por intermédio da proteína de ligação de fosfotiro- 
sina GRB2 (Figura 8.7). Assim, a fosforilação de LAT por 
ZAP-70 leva ao recrutamento direto do complexo GRB2/SOS 
para a membrana plasmática, onde estimula a ativação de Ras 
ao promover a troca de GDP por GTP. 

Em seu estado ligado a GTP, Ras recruta uma quinase, 
Raf (também chamada MAPKKK, multiproteinoquinase 
ativada por mitógeno), para a membrana plasmática, que, 
então, desencadeia uma série de outros eventos ativadores de 
quinases que culminam na fosforilação do fator de transcrição 
Elk1, além de muitos outros fatores de transcrição. A fosfo- 
rilação de Elk1 possibilita a translocação dessa proteína para 
o núcleo e resulta na expressão de Fos, outro fator de trans- 
crição. O surgimento de Fos leva à criação de heterodímeros 
com Jun para formar o complexo AP-1 que tem locais de 
ligação no promotor de IL-2 e também em muitos outros 
genes (Figura 8.9). A deleção dos locais de ligação de AP-1 
no promotor de IL-2 extingue 90% da atividade estimuladora 
de IL-2. 


Via do fosfatidilinositol 


A fosforilação da LAT por ZAP-70 não só promove o aco- 
plamento do complexo GRB2/SOS à LAT, como também 
estimula o recrutamento da isoforma y1 da fosfolipase C 
(PLCy1; Figura 8.7b). A PLCy1 tem papel crucial na pro- 
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pagação adicional da cascata. A fosforilação de PLCy1 ativa 
essa lipase que possibilita a hidrólise do fosfolipídio da 
membrana, bifosfato de fosfatidilinositol (PIP,), em dia- 
cilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP;) (Figura 8.9). 
A interação de IP; com receptores específicos no retículo 
endoplasmático desencadeia a liberação de Ca? para o 
citosol, que também provoca a entrada de cálcio extracelu- 
lar. A concentração elevada de Ca” na célula T tem pelo 
menos duas consequências. A primeira é o sinergismo com 
DAG para ativar a proteinoquinase C (PKC); a segunda é 
a ação junto com a calmodulina para aumentar a atividade 
da calcineurina, uma fosfatase ativadora de um importante 
fator de transcrição (NFAT) necessário para a produção de 
IL-2. 

A ativação Ca” -dependente de PKC por DAG é útil na 
ativação de outro fator de transcrição, NFkB. Na verdade, o 
NFK«B constitui uma família de fatores de transcrição relacio- 
nados que participam da regulação da transcrição de muitos 
genes, incluindo citocinas (como IL-2), bem como de genes 
que promovem a sobrevivência celular por bloqueio de sinais 
promotores de apoptose. 


Controle da transcrição do gene IL-2 


A transcrição de IL-2 é um dos eventos estratégicos para evitar 
a anergia da célula T sinalizada e é controlada por vários locais 
de ligação para fatores de transcrição na região promotora 
(Figura 8.9). 


Figura 8.8 Via de Ras/MAP quinase. A regulação da atividade 
de Ras controla as cascatas de amplificação de quinase. Vários 
receptores na superfície celular emitem sinal por intermédio de 
vias reguladas por Ras. A proteína Ras alterna entre os estados 
Ras-GDP inativo e Ras-GTP ativo, controlada por fatores de 
troca de nucleotídio guanina (GEF), que promovem a conversão 
de Ras-GDP em Ras-GTP e por proteínas ativadoras de GTPase 
(GAP), que aumentam a atividade intrínseca de GTPase de Ras. 
Após a união do ligante ao receptor, os receptores da 
tirosinoquinase recrutam proteínas adaptadoras, como Grb2, e 
proteínas GEF, como SOS (son of sevenless) para a membrana 
plasmática. Esses eventos geram Ras-GTP, que agora é capaz 
de recrutar a Raf quinase (também conhecida como 
proteinoquinase ativada por mitógeno, MAPK) para a membrana 
plasmática, onde é ativada por outra quinase associada à 
membrana. A ativação de Raf inicia uma cascata de outros 
eventos de ativação de quinases, culminando na ativação de 
uma série de fatores de transcrição, entre eles Elk1. Com 
frequência, a cascata Ras/MAPK é induzida por fatores de 
crescimento e outros estímulos que desencadeiam a 
proliferação. 
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Figura 8.9 Visão geral da sinalização por TCR. Sinais 
enviados por intermédio do complexo MHC-antígeno (sinal 1) e 
das moléculas B7 (sinal 2) iniciam uma cascata de eventos de 
ativação da proteinoquinase e elevação do cálcio intracelular, 
assim ativando fatores de transcrição que controlam a entrada 
no ciclo celular a partir de GO e regulam a expressão de IL-2 e 
muitas outras citocinas. O recrutamento estável de CD4 ou 

CD8 para o complexo TCR inicia a cascata de transdução de 
sinal por fosforilação dos motivos ITAM consecutivos nas 
cadeias CD3 ¢, o que cria locais de ligação para a ZAP-70 
quinase. Os eventos subsequentes são guiados por fosforilação 
da LAT mediada por ZAP-70; o recrutamento de vários 
complexos sinalizadores para LAT aciona vias sinalizadoras de 
Ras/MAPK e PLCy1. Essas últimas vias culminam na ativação de 
vários fatores de transcrição, entre eles NFxB, NFAT e 
heterodímeros Fos/Jun. Note que outras moléculas também 
contribuem para essa via, mas foram omitidas para tornar a 
ilustração mais clara. Veja mais detalhes no texto. Abreviaturas: 
DAG, diacilglicerol; ERK, quinase regulada por sinal extracelular; 
IPs, trifosfato de inositol; LAT, conexão para ativação de células 
T; NFxB, fator nuclear xB; NFAT, fator nuclear de células T 
ativadas; OCT-1, fator de ligação a octâmero; Pak1, quinase 
ativada por p21; PIP,, difosfato de fosfatidilinositol; PKC, 
proteinoquinase C; PLC, fosfolipase C; SH2, domínio com 
homologia Src 2; SLAP, fosfoproteina associada a SLP-76; 
SLP-76, fosfoproteina de 76 kDa específica de leucócito que 
contém o dominio SH2; ZAP-70, proteinoquinase associada à 
cadeia ¢. >, transdução de sinal positiva. 
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Sob a influência de calcineurina, o componente citoplas- 
mático do fator nuclear de células T ativadas (NFAT,) é 
desfosforilado, o que permite sua translocação para o núcleo, 
onde forma um complexo binário com NFAT, seu parceiro, 
que é expresso caracteristicamente no núcleo. O complexo 
NFAT liga-se a dois locais reguladores de IL-2 diferentes 
(Figura 8.9). Note que o efeito da calcineurina é bloqueado 
pela ciclosporina e pelo tacrolimo, fármacos anticélulas T 
(veja o Capítulo 16). As vias dependentes de PKC e calcineu- 
rina têm ação sinérgica na ativação da IkB quinase (IKK), 
que fosforila o IxB inibidor, assim selecionando-o para ubi- 
quitinação e subsequente degradação pelo proteassomo. A 
perda de IxB do complexo IkB-NF«B expõe o sinal de loca- 
lização nuclear no fator de transcrição NFkB, que então entra 
no núcleo com rapidez. Além disso, o fator de transcrição 
onipresente Oct-1 interage com motivos de sequência de 
ligação a octâmeros específicos. 

Nós nos concentramos na transcrição de IL-2 como con- 
sequência inicial e fundamental da ativação de células T, 
porém há nova expressão de mais de 70 genes dentro de 
4 horas da ativação de células T, levando à proliferação e à 
síntese de várias citocinas e seus receptores (veja o Capítulo 9). 


A coestimulação de CD28 amplifica sinais 
de TCR e bloqueia a apoptose 


Como já discutido, as células T virgens (naive) geralmente 
exigem dois sinais para ativação apropriada; um derivado da 
ligação de TCR (sinal 1) e o outro propiciado pela ocupação 
simultânea de CD28 na célula T (sinal 2) por CD80 (B7.1) 
ou CD86 (B7.2) na célula dendrítica (Figura 8.3). Na 
verdade, as células T' derivadas de camundongos com defi- 
ciência de CD28, ou células tratadas com anticorpos bloquea- 
dores anti-CD28, apresentam capacidade muito reduzida de 
proliferar em resposta à estimulação de TCR in vitro e in vivo. 
Além disso, a deficiência de CD28 compromete a diferencia- 
ção de células T e a produção de citocinas necessárias para 
auxiliar as células B. Efeitos semelhantes são observados 
quando há interferência na expressão de CD80 ou CD86. 
Então, o que tem de tão especial a estimulação do receptor 
CD28? 

Bem, a resposta simples é que na verdade não sabemos 
que tipo de sinal a coestimulação de CD28 produz que é tão 
diferente dos sinais produzidos pela estimulação do complexo 
TCR, já que são acionadas várias das mesmas vias sinalizado- 
ras. CD28 é expresso na membrana plasmática de células T, 
virgens (naive) e ativadas, como um homodímero de 44 kDa, 
cujo domínio citoplasmático não tem nenhuma atividade 
enzimática intrínseca. A cauda citoplasmática de CD28, 
porém, contém motivos tirosínicos que, ante a fosforilação 
desses resíduos, recrutam fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) 
e Grb2. Assim, a ligação cruzada de CD28 causa a propa- 
gação de sinais via PI3K capazes de influenciar várias vias 
sinalizadoras, entre elas a sobrevida das células, o metabo- 
lismo celular e a síntese proteica. A ativação de PI3K mediada 
por CD28 é importante para a inibição da apoptose, o que 
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parece ser obtido por meio do alvo posterior dessa via, a PkB/ 
Akt quinase. Esta última quinase regula fatores de transcrição 
que aumentam a expressão da proteína antiapoptótica Bcl-x,. 
Por meio da elevação de Bcl-x,, a estimulação de CD28 blo- 
queia sinais mediados pelo TCR que, de outra maneira, acar- 
retariam apoptose (processo denominado morte celular 
induzida por ativação [AICD, do inglês, activation-induced 
cell death)). 

Grb2 acopla-se ao mesmo motivo na cauda citoplasmatica 
de CD28 e de PI3K e pode ativar a via da Ras por intermédio 
de seu fator de troca de nucleotidio guanina SOS associado, 
como já exposto. Grb2 também foi implicada na propagação 
de outros sinais durante a ativação de células T por recruta- 
mento de Vav, que comentaremos adiante. 

Estudos recentes sugerem também que os sinais de CD28 
alimentam a via sinalizadora do TCR ao nivel do adaptador 
SLP-76, enviando sinais que fazem a amplificação quantita- 
tiva da sinalização do TCR. Embora a identidade da quinase 
ainda seja desconhecida, sugeriu-se que uma quinase ativada 
por CD28 fosforila SLP-76 durante a coestimulação e que 
isso aumenta o recrutamento e a ativação de Vav, um fator de 
troca do nucleotídio guanina capaz de promover a ativação 
posterior de Racl e c-Jun quinase (JNK). A ativação de Vav 
parece ser essencial para as respostas proliferativas eficientes, 
a produção de IL-2 e a sinalização de cálcio em consequência 
da coestimulação de CD28. 

Embora estudos iniciais sugerissem que a estimulação de 
CD28 poderia resultar em sinais qualitativamente diferentes 
daqueles gerados por meio do TCR, muitos estudos insinuam 
que isso pode não ser verdade. Em vez disso, esses estudos 
sugerem que embora a interação com CD28 possa ativar vias 
na célula T que a estimulação apenas do TCR não seria capaz 
de ativar, o objetivo principal da coestimulação por meio de 
CD28 pode ser a amplificação quantitativa ou a estabilização 
de sinais do TCR mediante convergência para fatores de 
transcrição semelhantes, como NF«B e NFAT, ambos cruciais 
para a produção de IL-2. A favor dessa posição, análises por 
microarranjo de genes com expressão aumentada em resposta 
apenas à ligação do TCR, em comparação com a ligação do 
TCR associada à coestimulação de CD28, constataram, sur- 
preendentemente, que as coortes de genes expressos nos dois 
casos eram, em essência, iguais. Ainda que os sinais de CD28 
aumentassem a expressão de muitos genes ativados em res- 
posta à ligação do TCR, não houve expressão de novos genes. 
Isso indica que a coestimulação de CD28 pode ser necessária 
para ultrapassar os limiares de sinalização não alcançáveis 
apenas por ligação do TCR. Isso faz lembrar o afogador exis- 
tente em carros antigos, que tornava a mistura um pouco mais 
rica em combustível para ajudar a dar partida no motor frio. 
A coestimulação de CD28 das células T virgens (naive) pode 
ter um propósito semelhante, e o “afogador” de CD28 não é 
mais necessário quando essas células estão aquecidas por esti- 
mulação prévia. 

A necessidade de dois sinais para ativação das células T é 
um recurso muito bom para reduzir ao mínimo a probabili- 


dade de resposta das células T a antígenos próprios. Como a 
geração dos receptores das células T é aleatória e eles podem, 
em princípio, reconhecer praticamente qualquer peptídio 
curto, o sistema imune precisa dispor de um meio para que 
a célula T saiba que deve responder a determinados peptídios 
(i. e., estranhos) e não a outros (i. e., próprios). O fato de que 
o aumento da expressão das moléculas CD80/CD86 só 
ocorre nas APC estimuladas por um PAMP é um recurso 
muito hábil para garantir que apenas as APC que encontra- 
ram microrganismos sejam capazes de apresentar peptídios 
apropriadamente às células T. Mais uma vez, vemos a mão 
condutora do sistema imune inato ajudando a qualificar o 
que é “perigoso” e o que não é. 


Diminuição do entusiasmo das células T 


Muitas vezes reiteramos a premissa de que nenhum organismo 
que se preza permitiria a operação de uma iniciativa expansiva 
como a proliferação da população de células T' sem alguns 
mecanismos razoáveis de controle. Aqui há algumas semelhan- 
ças com as regras de aquisição de uma empresa por outra no 
mundo dos negócios, no qual se considerou prudente garantir 
que nenhuma empresa domine por completo o mercado. Tais 
práticas de monopólio, se consentidas sem regulamentação, 
acabariam por eliminar toda a concorrência, o que não é bom 
para a diversidade nem para o bem-estar geral. 

Na mesma ordem de ideias, para preservar a diversidade 
imunológica e a capacidade de resposta rápida a novos estí- 
mulos de natureza infecciosa, é preciso impedir que células T 
específicas para determinados epítopos proliferem indefinida- 
mente e acabem por dominar o compartimento imune. Desse 
modo, seria inevitável a diminuição da probabilidade de 
geração de respostas a antígenos encontrados, pois as células 
T virgens (naive) teriam de competir pelo acesso às células 
dendríticas com quantidades enormes de células T previa- 
mente ativadas, com consequências desastrosas inevitáveis 
para a capacidade imunológica. Por esses motivos, nossos 
sistemas imunes altamente adaptados desenvolveram meca- 
nismos para manter a competição saudável entre células T, o 
que é obtido por diminuição das respostas imunes após eli- 
minação de um patógeno, juntamente com a destruição da 
maioria das células T recém-expandidas. Isso também é neces- 
sário em vista da relativa limitação do tamanho do compar- 
timento imune, que não comporta um número infinito de 
linfócitos. 

Existem vários mecanismos de diminuição da resposta das 
células T e alguns deles operam ao nível da própria célula T 
ativada, enquanto outros operam por meio de subgrupos de 
células T (células T reguladoras) que empregam várias estra- 
tégias para controlar as respostas das células T, algumas 
voltadas para a célula T e outras para as células dendríticas. 
As células T reguladoras serão discutidas em detalhes no 
Capítulo 9 (p. 251), portanto aqui nos concentraremos prin- 
cipalmente nas moléculas presentes nas células T ativadas que 
agem como “chaves para desligar” essas células. 


Sinais que passam por CTLA-4 diminuem as 
respostas das células T 


O antigeno 4 associado ao linfécito T citotéxico (CTLA-4) 
apresenta relação estrutural com CD28 e também se une a 
ligantes B7 (CD80/CD86). No entanto, embora as interações 
CD28-B7 sejam coestimuladoras, as interações CTLA4-B7 
têm ação oposta e contribuem para o término da sinalização 
do TCR (Figura 8.10). Enquanto CD28 é expresso de modo 
constitutivo nas células T, CTLA-4 não é encontrado na 
célula em repouso, mas eleva-se rapidamente em 3 a 4 horas 
depois da ativação induzida por TCR/CD28. CTLA-4 tem 
afinidade 10 a 20 vezes maior tanto por B7.1 quanto por B7.2 
e, portanto, leva vantagem ao competir com CD28 pela 
ligação a essas moléculas, mesmo quando presente em con- 
centrações relativamente baixas. O mecanismo de supressão 
da ativação das células T por CTLA-4 foi tema de acalorado 
debate, já que esse receptor parece recrutar um grupo de 
proteínas (como PI3K) semelhantes à sua cauda intracelular, 
assim como o faz CD28. Vários mecanismos foram propostos 
como responsáveis pelo efeito inibidor de CTLA-4 sobre a 
ativação das células T. Um mecanismo é a simples competição 
com CD28 pela ligação a moléculas CD80/CD86 nas células 
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dendríticas. Outro é o recrutamento para o complexo do 
TCR de proteínas tirosina fosfatases SHP-1 e SHP-2, que 
podem contribuir para o término dos sinais do TCR por 
desfosforilação de proteínas necessárias para sua propagação. 
CTLA-4 também pode se opor ao recrutamento do complexo 
TCR para as balsas lipídicas, onde residem muitas das pro- 
teínas sinalizadoras que propagam sinais do TCR. Qualquer 
que seja o mecanismo de ação, CTLA-4 é, sem dúvida, essen- 
cial para manter as células T sob controle e, nesse aspecto, 
também é importante para evitar respostas contra antígenos 
próprios. Camundongos com deficiência de CTLA-4 exibem 
acentuado distúrbio hiperproliferativo e morrem dentro de 
3 semanas após o nascimento em razão de infiltração tecidual 
em massa e destruição de órgãos por células T. 


Ubiquitina ligases da familia Cbl coibem 
os sinais do TCR 


Identificaram-se varias outras moléculas que podem partici- 
par do controle da ativação de células T, entre elas a família 
c-Cbl de proteínas. Os membros da familia c-Cbl são pro- 
teínas ubiquitina ligases que catalisam a degradação de pro- 
teínas mediante fixação de cadeias poliubiquitina a essas 
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CD28, 
E ee) 
p-mHo TOR = 
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Célula dendrítica madura (naive) Proliferação 
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p-MHC TCR 
i Não há resposta 
Célula dendritica Célula T ativada 
madura 
(e) 
FasL CTLA-4 | 
FasR CR 
Célula que expressa FasL Célula T ativada Apoptose 


Figura 8.10 Diminuição da resposta das células T. (a) A apresentação do antígeno por uma célula dendritica madura constitui 
estimulação antigénica eficaz via peptidio-MHC (sinal 1) e ligantes B7 (sinal 2) que ativam o complexo do receptor da célula T (TCR) 
e o CD28 na célula T, respectivamente. (b) A apresentação do antígeno a uma célula T já ativada que tem na superfície CTLA-4 
(uma molécula relacionada com CD28 que também pode interagir com ligantes B7) inibe a resposta da célula T em virtude dos 
sinais inibitórios por coestimulação de CTLA-4 (veja os detalhes no texto). (c) Enquanto as células T virgens (naives) que têm 
receptor Fas de superfície costumam ser resistentes à ligação desse receptor, as células T ativadas tornam-se sensíveis à ocupação 
do receptor Fas (FasR) em cerca de 1 semana após a ativação. A ocupação de FasR em células suscetíveis ativa o mecanismo de 
morte celular programada em virtude do recrutamento e da ativação de caspase-8 no complexo FasR. A caspase-8 ativa propaga 
uma cascata de outros eventos ativadores da caspase para destruir a célula por apoptose. 
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moléculas, assim marcando-as para destruição pela via da 
ubiquitina-proteassomo. A cadeia C do complexo do corre- 
ceptor CD3 foi identificada como alvo para ubiquitinação 
mediada por c-Cbl, o que pode ocasionar interiorização e 
degradação do complexo TCR. Assim, as proteínas c-Cbl 
podem elevar o limiar para sinais induzidos por TCR mediante 
desestabilização desse complexo. Camundongos com defi- 
ciência dupla de c-Cbl e Cbl-b (que parecem ter funções um 
tanto redundantes) são hipersensíveis a sinais induzidos pelo 
TCR, resultando em excessivas proliferação e produção de 
citocinas em células T virgens (naive) e efetoras diferenciadas; 
esses camundongos morrem por doença autoimune. A causa 
parece ser um defeito na modulação decrescente do complexo 
TCR em células T ativadas. Enquanto complexos TCR são 
normalmente interiorizados e degradados depois da estimu- 
lação por complexos peptídio-MHC cognatos (um evento 
que contribui para o término dos sinais do TCR), nas células 
com deficiência de Cbl/Cbl-b os complexos TCR não são 
interiorizados, o que leva à grande ampliação dos sinais dos 
TCR e à expansão descontrolada das células T. 

As proteínas da família c-Cbl também influenciam de 
outros modos a sinalização do TCR e podem ter um papel 
especial na manutenção da necessidade de coestimulação de 
CD28 para ativação apropriada da célula T. Surpreen- 
dentemente, camundongos com deficiência de Cbl-b perdem 
a necessidade normal de coestimulação por CD28 (i. e., sinal 
2) para a proliferação de células T; essas células produzem 
grande quantidade de IL-2 e proliferam de modo intenso em 
resposta à estimulação apenas do TCR. Isso significa que 
Cbl-b é importante para manter a necessidade do sinal 2 para 
ativação de células T virgens (naive). Embora o mecanismo 
exato ainda não esteja claro, a ativação de Vav, que ocorre 
depois da estimulação do TCR e do receptor CD28, parece 
ser inibida por Cbl-b em células do tipo selvagem. Assim, a 
ativação eficaz de Vav normalmente requer os sinais 1 e 2. Na 
ausência de c-Cbl-b, porém, a estimulação apenas do TCR 
garante ativação suficiente de Vav, contornando a necessidade 
de coestimulação de CD28. 


A morte das células T ocorre por estimulação de 
receptores Fas na membrana 


Outro mecanismo importante para impedir a atividade das 
células T é destrui-las por morte celular programada 
(Figura 8.10). Células T virgens (naive), assim como células T 
recém-ativadas, expressam o receptor de membrana Fas 
(CD95), mas são insensíveis à estimulação por esse receptor, já 
que contêm um inibidor endógeno (FLIP) da molécula sinali- 
zadora proximal, caspase-8, que é ativado em consequência da 
estimulação por intermédio do receptor Fas. No entanto, 
depois de vários ciclos de estimulação, as células T experientes 
tornam-se sensíveis à estimulação por seus receptores Fas, pro- 
vavelmente em razão da perda da expressão de FLIP, e essa 
situação resulta em apoptose celular. Camundongos com 
defeito da expressão de FasR ou FasL têm uma síndrome lin- 


foproliferativa causadora de doença autoimune em decorrência 


da incapacidade de eliminar linfócitos recém-expandidos. 


Interações dinâmicas na sinapse 
imunológica 


Como já descrevemos, a estimulação bem-sucedida do TCR 
depende de muitos eventos de transdução de sinal que cul- 
minam na ativação da célula T. Mas qual é a probabilidade 
de isso ocorrer in vivo? Por vários motivos, as células T pre- 
cisam ser muito eficientes para encontrarem o antígeno 
cognato e diferenciarem entre complexos peptídio-MHC 
ativadores e não ativadores. 

Primeiramente, a quantidade de células T que dispõem 
do TCR correto para interação produtiva com o complexo 
peptidio-MHC costuma ser pequena; não é raro que uma em 
cada 100.000 células, ou ainda menos, seja capaz de respon- 
der a uma combinação específica de peptídio-MHC. Portanto, 
as células T precisam ser capazes de reconhecer com eficiência 
a combinação peptidio-MHC correta em meio a um verda- 
deiro mar de complexos de moléculas de peptídios próprios- 
MHC e de peptídios não ativadores-MHC. Em vista da 
necessidade de procurar a combinação peptídio-MHC cor- 
reta, as células T virgens (naive) movem-se continuamente 
dentro de um linfonodo, explorando-o a uma velocidade 
que possibilita visitar até 5.000 células dendríticas em 1 hora; 
verdadeiras usuárias de redes sociais! Por obra desse movi- 
mento desenfreado, as interações entre TCR e peptídio-MHC 
são muito fugazes, uma vez que as células passam em alta 
velocidade pelas outras, quase se tocando. Quando há uma 
interação ativadora entre o TCR e o peptídio-MHC, bastam 
10 complexos peptídio-MHC para persuadir uma célula T a 
parar e a se demorar, criando uma interação mais estável que 
leva ao produtivo surgimento da sinapse imunológica (des- 
crita adiante). Sem dúvida, o leitor compreende que a célula 
T precisa ter absoluta certeza de que esse é o complexo pep- 
tídio-MHC correto a que deve responder, pois um erro pode 
ter consequências calamitosas e provocar autoimunidade. 

O comportamento de uma célula T dentro do linfonodo 
na busca da combinação peptídio-MHC correta é dividido 
em várias fases. Embora o movimento da célula T seja rápido 
durante a fase de busca (fase 1), o encontro com o peptídio- 
MHC agonista ocasiona interações estáveis entre a célula T e 
a célula dendrítica, com duração aproximada de 12 horas (fase 
II), período em que são produzidas citocinas como a IL-2. 
Em seguida, a célula T volta a se movimentar rapidamente e 
participa de outras interações transitórias com células dendri- 
ticas (fase III), período em que se divide várias vezes e sai do 
linfonodo. 


Um modelo de ocupação seriada do TCR para 
ativação da célula T 


Já comentamos que as principais forças de acoplamento que 
conjugam a APC e o linfócito T equivalente têm de vir das 
moléculas acessórias complementares, como ICAM-1/LFA-1 


e LFA-3/CD2, e não das ligações TCR-MHC mais peptidio, 
de afinidade relativamente baixa (Figura 8.3). Apesar disso, o 
reconhecimento do antígeno cognato pelo TCR ainda é con- 
dição essencial para a ativação da célula T. Muito bem, mas 
como apenas 10 complexos MHC-peptídio em uma célula 
dendrítica, por meio de sua baixa afinidade para formação de 
complexos com TCR, executam a hercúlea tarefa de manter 
elevado fluxo intracelular de cálcio durante os 60 minutos 
necessários para a ativação total da célula? Qualquer queda 
do fluxo de cálcio, como a que pode ser ocasionada pelo 
acréscimo de um anticorpo ao MHC, faz com que o NAFT 
volte obedientemente do núcleo para sua localização citoplas- 
mática, interrompendo o processo de ativação. 

Surpreendentemente, Salvatore Valitutti e Antonio Lan- 
zavecchia mostraram que bastam 100 complexos MHC- 
peptídio em uma APC para diminuir a expressão de 18.000 
TCR no linfócito T cognato. Eles sugerem que cada com- 
plexo MHC-peptidio pode se conectar seriadamente com até 
200 TCR. Em seu modelo, a conjugação de um dimero 
MHC -peptídio a dois TCR ativa a transdução do sinal, a 
fosforilação das cadeias G associadas a CD3 com eventos 
subsequentes e, depois, a diminuição da expressão desses 
TCR. A ligação de afinidade intermediária favorece a disso- 
ciação do complexo MHC -peptídio, liberando-o para se 
conectar a outro TCR e ativá-lo, mantendo assim os eventos 
necessários para ativação intracelular. O modelo da ação 
agonista também explicaria por que peptídios que propi- 
ciam interação de menor ou maior afinidade que a ideal 
poderiam se comportar como antagonistas (Figura 8.11). 
O importante fenômeno pelo qual peptídios modificados 
comportam-se como agonistas parciais, com efeitos dife- 
rentes sobre o resultado da ativação de células T, é comen- 
tado na legenda da Figura 8.11. 


Sinapse imunológica 


Experiências com o uso de complexos peptídio-MHC e molé- 
culas de ICAM-1 marcados com diferentes fluorocromos e 
inseridos em uma dupla camada lipídica plana sobre um 
suporte de vidro ofereceram evidências para a ideia de que a 
ativação das células T ocorre no âmbito de uma sinapse imu- 
nológica. Esses e outros exames por imagem mostraram que 
a sinapse imunológica entre a célula T e a célula dendrítica 
tem um padrão de “olho de boi” com uma aglomeração 
central de TCR e peptidio-MHC, conhecida como cSMAC 
(complexo de ativação supramolecular central), circun- 
dada por um anel da integrina LFA-1 que interage com seu 
ligante cognato ICAM-1 na célula dendrítica (Figura 8.12). 
Interações TCR-MHC inicialmente instáveis ocorrem fora do 
anel de integrina, seguidas pelo transporte das moléculas de 
peptídio-MHC para o sSMAC, trocando de lugar com as 
moléculas de adesão que agora formam o anel externo 
(Figura 8.12). Sugeriu-se que a geração da sinapse imunoló- 
gica só ocorre depois de se alcançar determinado limiar inicial 
de ativação do TCR, e sua formação depende da reorganiza- 
ção do citoesqueleto e leva à potencialização do sinal. A 


Capítulo 8 | Ativação de Linfócitos 223 
Quantidade 
Afinidade da Duração, frequénciae | de complexos 
interação qualidade da formação Bom supodos Resultado 
MHC/peptidio-TCR de complexos (detorminado 
período 
Baixa -0-0--0---O | Miitobaxa | Antagonista 
intermediária —O-O—O—O Alta Agonista 
Demasiado 
Alta ——® baixa Antagonista 
EE] 
Tempo de interação 
APC-célula T 


Figura 8.11 Modelo de estimulação seriada de ativação do 
receptor de células T (TCR) (Valitutti S. e Lanzavecchia A. 
(1995) The Immunologist 3, 122). Complexos de afinidade 
intermediária entre MHC-peptidio e TCR perduram por tempo 
suficiente para que um sinal de ativação eficaz seja 
transduzido pelo TCR e o complexo MHC-peptídio se dissocie 
e ocupe de maneira proveitosa outro TCR. A ativação plena da 
célula T requer uma taxa alta e constante de formação de 
complexos eficazes. Os complexos de baixa afinidade têm 
meia-vida curta e não exercem efeito sobre o TCR ou causam 
sua inativação, talvez por fosforilação parcial de cadeias ¢ (O, 
ativação bem-sucedida de TCR; O, inativação de TCR; —, 
sem efeito: o comprimento da barra horizontal indica a 
duração do complexo). Por serem de baixa afinidade, eles se 
reciclam com rapidez e ocupam e inativam um grande número 
de TCR. Os complexos de alta afinidade têm vida tão 
prolongada antes da dissociação que o número de 
estimulações eficazes é insuficiente. Assim, os ligantes 
peptídicos modificados de baixa ou alta afinidade podem ter 
ação antagonista ao impedirem o acesso dos agonistas a uma 
quantidade adequada de TCR vagos. Alguns peptídios 
modificados atuam como agonistas parciais, pois exercem 
efeitos diferentes nos resultados da ativação das células T. Por 
exemplo, a substituição de um único resíduo em um peptídio 
da hemoglobina reduziu em 10 vezes a secreção de IL-4, mas 
inativou por completo a proliferação de células T. O 
mecanismo provavelmente abrange processos de fosforilação 
com transdução incompleta ou inadequada que ocorrem por 
encurtamento da meia-vida de ocupação do TCR, efeitos 
alostéricos sobre os parceiros MHC-TCR, ou alinhamento 
errôneo da orientação do peptídio no complexo. (Reproduzida 
com permissão de Hogrefe & Huber Publishers.) 


conexão de LFA-1 a ICAM-1 é essencial para a formação de 
sinapses imunológicas por vários motivos. Nos estágios ini- 
ciais da formação de sinapses, essas moléculas têm capacidade 
predominantemente adesiva para reter as células opostas e 
facilitar as interações entre o TCR e o peptídio-MHC, per- 
mitindo assim que a célula T examine o complexo peptídio- 
MHC oferecido. 


As células B respondem a três tipos 
diferentes de antígeno 


As células B geralmente necessitam de células T para gerar 
anticorpos de alta afinidade e para sofrer permuta de classe. No 
entanto, como discutiremos adiante, alguns tipos de antígenos 
(chamados antígenos T-independentes) promovem a ativação 
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0,5 min 


Figura 8.12 A sinapse imunológica. (a) Formação da 
sinapse imunológica. Células T foram colocadas em contato 
com bicamadas lipídicas planas e são mostradas as posições 
do MHC-peptídio ocupado (verde) e do ICAM-1 ocupado 
(vermelho) nos tempos indicados depois do contato inicial. 
(Reproduzida com permissão de Grakoui A., Dustin M.L. et al. 
(1999) Science 285, 221. O American Association for the 
Advancement of Science.) (b) Representação esquemática da 
sinapse resultante na qual os pares de moléculas de adesão 
CD2/LFA-3 e LFA-1/ICAM-1, originalmente localizados no 
centro, deslocaram-se em direção ao exterior e agora 
circundam a interação de reconhecimento do antígeno e de 
sinalização entre o receptor da célula T (TCR) e o complexo 
MHC-peptídio e a interação coestimuladora entre CD28 e B7. 
A molécula de CD43 liga-se a ICAM-1 e E-selectina; depois 
dessa ligação, é capaz de induzir a expressão de mRNA de 
IL-2, CD69 e CD154 (CD40L) e estimular a atividade de 
ligação ao DNA dos fatores de transcrição AP-1, NFxB e 
NFAT. 


das células B sem a ajuda das células T. Os anticorpos assim 
formados costumam ter baixa afinidade e não sofrem permuta 
de classe nem hipermutação somática, mas oferecem proteção 
rápida contra alguns microrganismos e ganham tempo para a 
ocorrência das respostas de células B dependentes de células T. 


1 Antígenos timo-independentes tipo 1 


Alguns antígenos, como os lipopolissacarídios bacterianos, 
quando presentes em concentração suficiente, são capazes de 
ativar de modo policlonal uma parcela substancial do pool de 
células B, ou seja, sem relação com a especificidade do antí- 
geno das regiões hipervariáveis do receptor de superfície. Isso 
ocorre por meio da ligação a moléculas de superfície, como 
os receptores Toll-like (TLR) apresentados no Capítulo 1, que 
passam ao largo da parte inicial da via bioquímica mediada 
pelo receptor específico para o antígeno. Em concentrações 
baixas demais para causar ativação policlonal por ligação sem 
ajuda a essas moléculas de desvio mitogênico, a população de 
células B com receptores de Ig específicos para esses antígenos 
concentra-os de modo seletivo e passivo em sua superfície, 
onde a alta concentração local resultante é suficiente para 
acionar o processo de ativação (Figura 8.13). 


2 Antígenos timo-independentes tipo 2 


Alguns antígenos lineares que não são degradados com faci- 
lidade no organismo e que têm um determinante muito repe- 
tido e a intervalos apropriados — por exemplo, polissacarídio 
de Pneumococcus, Ficoll, polímeros de D-aminoácidos e poli- 
vinilpirrolidona — também são timo-independentes em sua 
capacidade de estimular as células B diretamente sem neces- 
sidade de participação das células T. Esses antígenos persistem 
por longos períodos na superfície de células dendríticas loca- 
lizadas no seio subcapsular dos linfonodos e na zona marginal 
esplênica, e se ligam com grande avidez a células B antígeno- 
específicas por intermédio da fixação polivalente aos recepto- 
res complementares de Ig com os quais formam ligação 
cruzada (Figura 8.13b). 

Em geral, os antígenos timo-independentes originam res- 
postas de IgM com predomínio dos tipos de baixa afinidade, 
um pouco de IgG3 no camundongo e eventual memória rela- 
tivamente baixa. As células B neonatais não respondem bem 
aos antígenos tipo 2 e isso tem consequências importantes para 
a eficácia das vacinas com carboidratos em crianças pequenas. 


3 Antígenos timo-dependentes 


A necessidade de colaboração com as células T 
auxiliares 


Muitos antígenos são timo-dependentes, já que provocam 
pouca ou nenhuma resposta de anticorpos em animais que 
foram submetidos a timectomia por ocasião do nascimento 
e, portanto, têm poucas células T (Marco histórico 8.1). Esses 
antígenos não satisfazem os requisitos moleculares para esti- 
mulação direta; podem ser univalentes em relação à especifi- 
cidade de cada determinante; podem ser degradados com 
facilidade por células fagocitárias e podem carecer de mitoge- 
nicidade. Caso eles se liguem aos receptores das células B, 
assentam-se sobre a superfície exatamente como um hapte- 
no, mas não estimulam a célula B (Figura 8.14). Recorde a 
definição de hapteno — uma pequena molécula, como o 
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(b) 


Figura 8.13 Reconhecimento pela célula B de antígenos 
timo-independentes (a) tipo 1 e (b) tipo 2. O complexo envia 
um sinal contínuo à célula B em razão da longa meia-vida 
desse tipo de molécula. 


dinitrofenil (DNP), que se liga ao anticorpo pré-formado 
(p. ex., o receptor de superfície de uma célula B específica), 
mas não estimula a produção de anticorpos (i. e., não esti- 
mula a célula B). Lembre-se também de que os haptenos 
tornam-se imunogênicos quando associados a uma proteína 
carreadora apropriada (veja a p. 119). Tomando como base o 
conhecimento de que tanto as células T quanto as células B 
são necessárias para as respostas de anticorpos contra antíge- 
nos timo-dependentes (Marco histórico 8.1), agora sabemos 
que o carreador estimula as células T' auxiliares que cooperam 
com as células B, enviando sinais acesssórios, para capacitá-las 
a responder ao hapteno (Figura 8.14). A Figura 8.14 também 
deve deixar claro que, enquanto um determinante em um 
antígeno proteico típico comporta-se como hapteno na 
ligação à célula B, os outros determinantes desempenham a 
função de carreadores ao recrutarem células T auxiliares. 


Processamento de antígenos por células B 
A necessidade de ligação física do hapteno e do carreador 


é fortemente sugestiva de que, para enviar os sinais estimu- 
lantes acessórios relevantes, as células T auxiliares precisam 
reconhecer determinantes do carreador na célula B que res- 
ponde. No entanto, como as células T só reconhecem o 
antígeno ligado à membrana processado em associação a 
moléculas do MHC, as células T auxiliares não podem reco- 
nhecer o antígeno nativo ligado simplesmente aos receptores 
de Ig da célula B de modo tão singelo como mostra a 
Figura 8.14. Apesar disso, nem tudo está perdido, uma vez 
que as células B preparadas (primed) podem apresentar o 
antígeno às células T auxiliares — na verdade, elas atuam 
em concentrações de antígeno muito menores que as células 
apresentadoras convencionais, pois concentram o antígeno 


(o 


proteico 
Não há estimulação Estimulação da célula B induzida 
da célula B pela célula T auxiliar 


Figura 8.14 As células T auxiliares cooperam, graças a 
determinantes das proteínas carreadoras, emitindo sinais 
acessórios para ajudar as células B a responderem ao hapteno 
ou a determinantes equivalentes em antígenos (Ag). (Para 
simplificar, ignoramos o componente MHC e o processamento 
do epítopo no reconhecimento da célula T, mas não os 
esqueceremos.) 


com o auxílio de seus receptores de superfície. O antígeno 
ligado à Ig de superfície é interiorizado em endossomos, que 
se fundem com vesículas contendo moléculas do MHC classe 
II com sua cadeia invariável. Então, o processamento do 
antígeno proteico ocorre conforme descreve o Capítulo 5 
(veja a Figura 5.16) e o peptídio antigênico resultante é reci- 
clado para a superfície em associação às moléculas de classe 
II, onde fica disponível para o reconhecimento por células T 
auxiliares específicas (Figuras 8.15 e 8.16). Agora é revelada 
a necessidade da união física do hapteno ao carreador; o 
hapteno leva o carreador a ser processado para dentro da 
célula, que é programada para produzir anticorpos anti-hap- 
teno e, após estímulo pela célula T auxiliar que reconhece o 
carreador processado, ela executa seu programa e produz anti- 
corpos que reagem com o hapteno (não existe limite para os 
artifícios da natureza?). 


Natureza da ativação das células B 


De modo semelhante às células T, as células B virgens (naive) 
ou em repouso não se dividem, e a ativação por intermédio do 
receptor de células B (BCR) conduz essas células para o ciclo 
celular. A exemplo do receptor da célula T, o receptor da célula 
B (Ig de superfície) não tem atividade enzimática intrínseca. 
Mais uma vez, são as moléculas acessórias associadas ao receptor 
antigênico que propagam sinais de ativação para a célula B. No 
Capítulo 4 observou-se que o complexo BCR é constituído de 
imunoglobulina ancorada à membrana associada a um hetero- 
dimero de Ig-o e Ig-B unidas por ligação dissulfeto, cujas 
caudas citoplasmáticas contêm um único motivo ITAM cada 
(veja a Figura 4.4). Como comentaremos agora com mais deta- 


lhes, a ligação cruzada acionada por antígeno do BCR inicia 
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9 Marco histórico 8.1 Colaboração das células T e B para a produ 


Na década de 1960, à medida que se desvendavam 
lentamente os mistérios do timo, nossos colegas de outrora, 
expandindo as fronteiras do conhecimento, descobriram 
que a timectomia neonatal no camundongo abolia não 
apenas a rejeição celular de enxertos cutâneos, mas 
também a resposta de anticorpos a alguns antígenos, 
embora não a todos (Figura M8.1.1). Pesquisas 
subsequentes mostraram que tanto os timócitos quanto as 
células da medula óssea eram necessários para respostas 
Ótimas de anticorpos a esses antígenos timo-dependentes 
(Figura M8.1.2). Por meio dessas transferências com células 
de animais que têm um marcador cromossômico 
reconhecível (T6), ficou evidente que as células produtoras 
de anticorpos derivavam do inóculo de medula óssea, daí a 
nomenclatura “T” para os linfócitos derivados do Timo e “B” 
para os precursores das células produtoras de anticorpos 
originadas na medula óssea (do inglês, Bone marrow). Essa 
nomenclatura conveniente se firmou embora a medula 
óssea contenha precursores das células T embrionárias, já 
que as células T e B imunocompetentes diferenciam-se no 
timo e na medula óssea, respectivamente (veja o 
Capítulo 11). 


ão de anticorpos 


Timectomia Ag injetado Resposta de anticorpos 


Toxoide tetânico 


Simulação +++ 


Neonatal 


Neonatal +++ 


Figura M8.1.1 A resposta de anticorpos a alguns antígenos 
é timo-dependente e, a outros, timo-independente. A 
resposta ao toxoide tetânico em animais submetidos a 
timectomia neonatal poderia ser restaurada pela injeção de 
timócitos. 


Células injetadas 


Nenhuma 


Receptor submetido a 
irradiação com raios X 
e injeção de antígeno 

timo-dependente 


Timócitos (T) 
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Figura M8.1.2 A resposta de anticorpos a um antígeno timo-dependente requer duas populações diferentes de células T. 
Diferentes populações de células de um camundongo normal histocompatível com o receptor (i. e., do mesmo haplótipo H-2) 
foram injetadas em receptores submetidos a irradiação com raios X para destruir as próprias respostas de linfócitos. Em 
seguida, elas foram preparadas (primed) com um antígeno timo-dependente como hemácias de carneiro (i. e., um antígeno que 
não provoca resposta em camundongos submetidos a timectomia neonatal; Figura M8.1.1) e se avaliou a produção de 
anticorpos depois de 2 semanas. A pequena quantidade de anticorpos (Ac) sintetizados por animais que recebem apenas 
medula óssea deve-se à presença de precursores de timócitos no inóculo celular, que se diferenciam no timo intacto do 


receptor. 


uma cascata de sinalização acionada por PTK, semeada pelo 
ITAM Ig-a:/B, que desperta um conjunto de fatores de trans- 
crição de seu repouso celular. 


As células B são estimuladas por ligação 
cruzada à Ig de superfície 


A ativação da célula B começa com a interação entre o 
antígeno e a imunoglobulina de superfície. Acredita-se que 
o recrutamento do BCR para as balsas lipídicas tenha 


importante papel na ativação de células B, pois a Ig de 
superfície normalmente é excluída das balsas lipídicas, mas 
é recrutada com rapidez para as balsas minutos depois da 
ligação cruzada com Ig (Figura 8.17); é provável que esse 
processo aproxime muito a PTK Lyn dos ITAM nas caudas 
citoplasmáticas do heterodímero Ig-a/B associado a BCR, 
já que Lyn está constitutivamente associado às balsas lipídi- 
cas. Em consequência do recrutamento, Lyn acrescenta 
grupos de fosfato aos resíduos de tirosina nos ITAM das 


Célula B 


Citocinas 


Figura 8.15 Manejo de um antigeno timo-dependente pela 
célula B e apresentação a uma célula T ativada. O antígeno 
capturado pelo receptor de Ig na superfície é interiorizado em 
um endossomo, processado e expresso na superfície da célula 
B com MHC classe Il (veja a Figura 5.16). Sinais 
coestimuladores por intermédio da interação CD40-CD40L 
(CD154) são necessários para a ativação da célula B em 
repouso pela célula T auxiliar. Além da coestimulação por 
CD4OL, as células T auxiliares também garantem estimulação 
adicional à célula B na forma de citocinas como IL-4. 


caudas citoplasmáticas do complexo de Ig-a/B. Isso é logo 
seguido por ligação da PTK Syk aos ITAM juntamente com 
outra quinase Btk (tirosinoquinase de Bruton). A forma 
ativa de Lyn também fosforila resíduos em CD19, um com- 
ponente do complexo de correceptores das células B (discu- 
tido em detalhes na próxima seção) que reforça sinais 
iniciados pelo BCR (Figura 8.18). 

Syk tem um papel crítico no processo de ativação das 
células B; a inativação do gene que codifica Syk no camun- 
dongo tem efeitos profundos sobre eventos posteriores na 
sinalização de células B e acarreta o desenvolvimento de 
células B defeituosas. Nesse aspecto, Syk desempenha nas 
células B papel semelhante ao de ZAP-70 nas células T. A 
forma ativa de Syk fosforila e recruta BLNK (proteína liga- 
dora de células B; também denominada SLP65, BASH e 
BCA) para o complexo BCR. Após fosforilação por Syk, 
BLNK oferece locais de ligação para fosfolipase Cy2 
(PLCy2), Btk e Vav. O recrutamento de Btk em íntima 
proximidade com PLCy2 possibilita a fosforilação desta por 
Btk e aumento de sua atividade. Assim como na via sinali- 
zadora da célula T, a PLCy2 ativada inicia uma via que 
implica a hidrólise de PIP, para gerar diacilglicerol e trifos- 
fato de inositol e resulta em aumento do nível intracelular 
de cálcio e ativação de PKC (Figura 8.18). Por sua vez, a 
ativação de PKC ativa os fatores de transcrição NF«B e JNK 
e o aumento do cálcio intracelular ativa NFAT, assim como 
ocorre nas células T. 

A família Vav de fatores de troca de nucleotídio guanina 
consta de pelo menos três isoformas (Vav-1, -2 e -3) e tem 
papel crucial na sinalização de células B por ativação de Racl 
e regulação das alterações citoesqueléticas após ligação cruzada 
ao BCR; as células com deficiência de Vav-1 apresentam 
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Figura 8.16 Demonstração de que os receptores de Ig na 
superfície da célula B endocitados entram nas vesículas 
citoplasmáticas preparadas para o processamento do 
antígeno. A IgG de superfície foi submetida a ligação cruzada 
com Ig de cabra anti-humana e Ig de coelho anticabra 
conjugadas a partículas de ouro de 15 nm (seta grande e 
escura). Depois de 2 minutos, os cortes celulares foram 
preparados e corados com cadeia invariável anti-HLA-DR 
(ouro, 2 nm; pontas de setas) e um anticorpo contra a 
catepsina protease (ouro, 5 nm; setas vazadas). Assim, a IgG 
interiorizada é exposta à proteólise em uma vesícula contendo 
moléculas classe Il. A presença da cadeia invariável mostra 
que as moléculas da classe Il provêm do retículo 
endoplasmático e do complexo de Golgi, não da superfície 
celular. Note o uso inteligente de partículas de ouro de 
tamanhos diferentes para distinguir os anticorpos usados na 
localização das várias proteínas intravesiculares, etc. 
(Fotografia reproduzida com permissão dos autores e dos 
editores de Guagliardi L.E. et al. (1990) Nature 343, 133. 
Copyright O 1990 Macmillan Magazines Ltd.) 


anomalia da proliferação associada à ligação cruzada do BCR 
(Figura 8.18). 

O modelo de ligação cruzada do BCR parece apropriado 
para compreender a estimulação por antígenos timo-indepen- 
dentes tipo 2, pois seus determinantes repetidos garantem a 
forte união a vários receptores de Ig na superfície da célula B 
e a ligação cruzada desses receptores, para formar agregados 
que persistem em razão da longa meia-vida do antígeno e 
manter o alto nível intracelular de cálcio necessário para ati- 
vação. Por outro lado, antígenos T-independentes tipo 1, 
como os ativadores policlonais das células T, provavelmente 
ignoram o receptor específico e atuam diretamente em molé- 
culas anterógradas como diacilglicerol e proteinoquinase C, 
já que Ig-a e a Ig-B não são fosforiladas. 
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Recrutamento para as balsas 
induzido por antígeno 


Figura 8.17 A ligação cruzada do receptor recruta o BCR 
para as balsas lipídicas. A ligação cruzada do receptor 
induzida por antígeno recruta o BCR para as balsas lipídicas 
ricas em colesterol da membrana, de cujos domínios 
normalmente o BCR é excluído e onde estão localizadas 
proteínas de sinalização como a tirosinoquinase Lyn. O 
recrutamento estável do BCR para as balsas facilita a 
fosforilação mediada por Lyn dos ITAM nas caudas 
citoplasmáticas das moléculas acessórias Ig-a e Ig-p que 
iniciam a cascata de sinalização acionada por BCR. 


A ativação eficiente das células B requer 
coestimulação via complexo do correceptor da 
célula B 


A exemplo das células T, as células B também necessitam de 
dois modos de coestimulação para que as respostas efetoras 
sejam eficientes. Um tipo de coestimulação ocorre no ponto 
do encontro inicial do BCR com o antígeno cognato e é asse- 
gurado pelo complexo do correceptor da célula B, capaz de 
se associar a moléculas como as do complemento, que podem 
estar muito próximas do antígeno específico reconhecido pelo 
BCR. A outra maneira de coestimulação requerida pelas células 
B ocorre após o encontro inicial com o antígeno e é garantida 
por células T na forma do ligante CD40 associado à mem- 
brana que ocupa o CD40 na célula B. Esse modo de coesti- 
mulação requer a interiorização do antígeno na célula B, 
seguida por processamento e apresentação nas moléculas do 
MHC classe II a uma célula T apropriada. Se a célula B estiver 
exibindo uma associação MHC-peptídio reconhecida pela 
célula T, esta será estimulada a produzir citocinas (como IL-4), 
além de coestimular a célula B por meio de CD40L. Ana- 
lisaremos aqui a natureza dos sinais coestimuladores emitidos 
pelo complexo do correceptor da célula B e estudaremos a 
coestimulação por CD40L em outra seção adiante. 

O complexo do correceptor da célula B madura 
(Figura 8.19) tem quatro componentes: CD19, CD21 (recep- 
tor do complemento tipo 2, CR2), CD81 (TAPA-1) e CD225 
(LEU13, proteína transmembrana 1 induzida por interferon). 
CR2 é um receptor para o produto C3d da decomposição do 
complemento e sua presença no complexo do correceptor do 
BCR torna possível a sinergização de um componente da 
resposta imune inata (complemento) com o BCR para ativa- 
ção produtiva das células B. Imagine uma bactéria que ativou 


Membrana 
plasmática 


Figura 8.18 Cascata de sinalização após a ligação ao 
receptor de células B (BCR) acionada por antígeno. Depois 
da interação com o antígeno, o BCR é recrutado para balsas 
lipídicas, onde ITAM no heterodimero Ig-a./p são fosforilados por 
Lyn. Em seguida, há recrutamento e ativação das quinases Syk 
e Btk. A fosforilação da proteína adaptadora da célula B, BLNK, 
cria locais de ligação para várias outras proteínas, entre elas 
PLCy2, que promove a hidrólise de PIP, e induz uma cadeia de 
eventos sinalizadores que culminam na ativação dos fatores de 
transcrição NFAT e NFxB. A molécula do correceptor CD19 
também é fosforilada por Lyn e suprime os efeitos inibitórios de 
GSK3 em NFAT pela via de PI3K/Akt. A estimulação de BCR 
também leva à reorganização do citoesqueleto celular por 
ativação de Vav, que atua como um fator de troca de nucleotídio 
guanina para proteínas G pequenas como Rac e Rho. 


o complemento e foi revestida pelos produtos da ativação do 
complemento, entre eles C3d. A captura subsequente dessa 
mesma bactéria pelo BCR em uma célula B cria a oportuni- 
dade de ligação do CR2 existente no complexo do correceptor 
BCR ao C3d, o que significa, na verdade, que a célula B agora 
recebe dois sinais simultâneos. O primeiro sinal vem pelo 
BCR, e o segundo, pelo complexo do correceptor. Sendo 
assim, como a ocupação simultânea do complexo do corre- 
ceptor e do BCR estimula a ativação da célula B? 

Bem, a resposta é que não sabemos ao certo, mas está claro 
que CD19 tem um papel especial nesse processo. CD19 é 
uma proteína transmembrana específica da célula B que é 
expressa desde o estágio de célula pró-B até o plasmócito e 
tem uma cauda citoplasmática relativamente longa, contendo 


Figura 8.19 O complexo do correceptor da célula B. O 
complexo do correceptor da célula B envia sinais 
coestimuladores para ativação da célula B por recrutamento de 
várias moléculas sinalizadoras, entre elas fosfatidilinositol 
3-quinase e Vav, que amplificam sinais iniciados pelo receptor 
da célula B. Nas células B maduras, CD19 forma um complexo 
tetramérico com três outras proteínas: CD21 (receptor do 
complemento tipo 2), CD81 (TAPA-1) e CD225 (proteína 
transmembrana 1 induzida por interferon) (LEU13). Veja também 
a Figura 4.6. 


nove resíduos de tirosina. Em consequência da estimulação 
do receptor da célula B, a cauda citoplasmática de CD19 é 
fosforilada em vários desses resíduos de tirosina (por quinases 
associadas ao BCR), o que cria locais de ligação em CD19 para 
várias proteínas, entre elas a tirosinoquinase Lyn, Vav e fos- 
fatidilinositol 3-quinase (PI3K). CD19 atua como plataforma 
para o recrutamento de várias proteínas para o complexo 
BCR (Figura 8.18), de modo muito semelhante à função da 
LAT na ativação do receptor das células T. 

Vav é recrutada para CD19 em consequência da fosfori- 
lação deste por Lyn e, juntamente com PI3K, que também é 
recrutada para CD19 em decorrência da fosforilação mediada 
por Lyn (Figura 8.18), participa da ativação da serina/treo- 
nina quinase Akt; esta última também pode estimular a ati- 
vação de NFAT por neutralização dos efeitos inibitórios de 
GSK3 (glicogênio sintase quinase 3) sobre NFAT. Como 
GSK3 também fosforila e desestabiliza Myc e ciclina D, 
essenciais para a entrada no ciclo celular, a ativação de Akt 
também tem efeitos positivos sobre a proliferação de células 
B ativadas. 

Semelhante ao papel de CD28 sobre as células T, o cor- 
receptor da célula B amplifica em cerca de 100 vezes os sinais 
transmitidos por intermédio do BCR. De acordo com o que 
já comentamos, como as moléculas de CD19 e CR2 (CD21) 
gozam de associação mútua, isso pode ser promovido pela 
união dos complexos antígeno-C3d ligados à superfície das 
APC aos receptores de Ig e CR2 na superfície da célula B. 
Assim, a aglomeração, induzida por antígeno, do complexo 
do correceptor da célula B ao BCR reduz o limiar de ativação 


Capítulo 8 | Ativação de Linfócitos 229 


da célula B pela grande aproximação entre as quinases asso- 
ciadas ao BCR e o complexo do correceptor. A ação dessas 
quinases sobre o complexo do correceptor ocupa vias de sina- 
lização que reforçam sinais originados no BCR. 


As células B também necessitam de 
coestimulação das células T auxiliares 


Assim como as células T' necessitam de sinais coestimuladores 
das células dendríticas na forma de ligantes B7 para ativação 
produtiva (Figura 8.3), as células B dependentes de células T 
também necessitam da coestimulação das células T auxiliares 
para transpor o limiar necessário para expansão clonal e dife- 
renciação em células efetoras (Figura 8.15). A sequência de 
eventos é bem semelhante a esta: depois de encontrar o antí- 
geno cognato por ligação direta a um microrganismo, o BCR 
passa pelos eventos iniciais de ativação descritos anterior- 
mente. Isso culmina com a interiorização do BCR, junto com 
o antígeno capturado, que é processado e apresentado às 
moléculas do MHC classe II (Figura 8.20). Agora, para con- 
tinuar o processo de maturação em plasmócito ou célula de 
memória, a célula B precisa encontrar uma célula T capaz de 
reconhecer um dos peptídios antigênicos apresentados oriun- 
dos do antígeno interiorizado. Note que esse não é obrigato- 
riamente o mesmo epítopo reconhecido pela célula B para a 
ativação inicial. Depois de encontrar uma célula T com o 
TCR apropriado, a célula B estimula a célula T por meio do 
MHC -peptídio, bem como por sinais B7 coestimuladores 
(Figura 8.20). Por sua vez, a célula T aumenta a expressão do 
ligante de CD40 (CD40L), responsável pela coestimulação 
essencial da célula B, o que possibilita a ativação plena e a 
expansão clonal e permuta de classe da célula B. Sem a ajuda 
de CD40L, as células B logo sofrem apoptose e são elimina- 
das. Desse modo, as células B e T garantem a mútua coesti- 
mulação como recurso para reforçar os sinais de ativação 
inicial (Figura 8.20). 

Na realidade, o linfócito B está agindo como célula apre- 
sentadora de antígeno e, como mencionado, é muito eficiente 
graças à capacidade de concentrar o antígeno por convergên- 
cia para sua Ig de superfície. No entanto, embora uma célula 
T auxiliar pré-ativada seja capaz de manter interação mútua 
com uma célula B em repouso e estimulá-la, uma célula T em 
repouso só pode ser estimulada por uma célula B que tenha 
adquirido o coestimulador B7, só existente nas células B 
ativadas, não em repouso. 

É provável que os imunocomplexos nas células dendriticas 
foliculares dos centros germinativos de folículos secundários 
possam ser capturados pelas células B para apresentação às 
células T auxiliares, mas, além disso, os complexos poderiam 
formar ligações cruzadas com as slg dos blastos das células B e 
estimular sua proliferação independente das células T. Esse 
processo seria potencializado pela presença de C3 nos comple- 
xos, já que o receptor de complemento das células B (CR2) é 
comitogênico. 
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Figura 8.20 Coestimulação da célula B 
dependente de CD40-CD40L por uma 
célula T auxiliar. Células T e B ativadas de 
modo independente interagem se a célula B 
apresentar o complexo peptídio-MHC 
correto em quantidade suficiente para 
estimulação da célula T. A apresentação 
adequada do antígeno por uma célula B a 
uma célula T auxiliar ativada ocasiona a 
coestimulação dependente de CD40L da 
célula B, além do fornecimento de citocinas, 
como IL-4, pela célula T, processos que são 
essenciais para a permuta de classe, a 
expansão clonal e a diferenciação em 
células efetoras. 


mDC 


Diminuição da ativação de células B 


Nós já discutimos como o entusiasmo da célula T pelo anti- 
geno é dissipado pela ocupação de CTLA-4; mecanismos 
semelhantes diminuem os sinais enviados por intermédio do 
BCR. Vários receptores da superfície celular, entre eles 
FcyRIIB, CD22 e PIRB (receptor B pareado semelhante à 
imunoglobulina), foram apontados como antagonistas da ati- 
vação da célula B por recrutamento da proteína tirosina fos- 
fatase SHP-1 para ITIM (motivos de inibição baseados na 
tirosina do imunorreceptor) em suas caudas citoplasmáticas. 
SHP-1 compromete a sinalização por antagonismo aos efeitos 
da quinase Lyn sobre Syk e Btk; mediante a desfosforilação 
dessas duas proteínas, SHP-1 bloqueia o recrutamento de 
PLCy2 para o complexo BCR. Portanto, é provável que a 
coligação do BCR a qualquer um desses receptores bloqueie 
a ativação das células B. CD22 parece estar associado de 
modo constitutivo ao BCR nas células B em repouso e, dessa 
maneira, pode elevar o limiar para ativação da célula B. A 
formação adequada de uma sinapse no receptor da célula B 
pode levar à exclusão física de CD22 do complexo BCR. 


Interações dinâmicas na sinapse 
do BCR 


Do mesmo modo que os TCR formam sinapses imunológicas 
durante o contato com o peptídio-MHC específico, os recep- 
tores das células B têm comportamento semelhante, sobre- 
tudo quando o antígeno é apresentado na superfície de uma 
membrana. Embora as células B sejam estimuladas por antí- 
geno solúvel, agora há ampla aceitação de que a forma pri- 
mária de antígeno que desencadeia a ativação da célula B 
in vivo está localizada na superfície da membrana. Nesse 
caso, os responsáveis mais prováveis são as células dendríticas 
foliculares residentes nos linfonodos, bem como os macrófa- 
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gos e as células dendríticas que migram para lá carregando 
remanescentes de antígeno. Os antígenos são imobilizados na 
superfície celular por complemento ou receptores Fc como 
imunocomplexos ou por ligação direta a vários receptores 
scavenger. O encontro entre uma célula B e o antígeno asso- 
ciado à membrana assegura a oportunidade para que a mem- 
brana da célula B espraie-se ao longo da membrana oposta, 
reunindo antígeno suficiente para desencadear a ativação da 
célula B e também dando oportunidade para que haja outros 
contatos, como os que podem ser proporcionados por inte- 
grinas da membrana. Essa resposta de espraiamento é acio- 
nada pela associação do antígeno ao BCR na margem dianteira 
da célula B, e além de aumentar o número de contatos BCR- 
antígeno disponíveis para desencadear a ativação da célula B, 
a resposta de espraiamento aumenta também a quantidade 
de antígeno que é, por fim, concentrada e interiorizada 
pela célula B, levando à apresentação mais eficiente do antí- 
geno às células T ativadas quando, em seguida, a célula B 
busca o auxílio da célula T (Figura 8.20). 

O espraiamento celular em resposta à ocupação do BCR 
por antígeno específico é desencadeado em resposta a sinais 
propagados via BCR, e Lyn e Sik têm papéis especiais nesse 
processo. É claro que o espraiamento ao longo de uma super- 
fície com antígeno requer extensa reorganização do citoesque- 
leto. Embora isso não seja totalmente compreendido no 
momento, aqui é essencial a ativação de Vav, que, como já 
exposto, participa da regulação do citoesqueleto via Rac e 
Rho. 

Há indícios de que os BCR nas células B em repouso não 
estão dispersos aleatoriamente na membrana plasmática, mas 
limitados a determinadas zonas, e sua livre difusão é restrita 
por contatos com o citoesqueleto actínico subjacente. De 
acordo com isso, demonstrou-se que a ruptura da rede de 
actina em células B leva à sinalização espontânea de 
cálcio BCR-dependente, talvez pela formação espontânea de 


microaglomerados de BCR. Assim, o citoesqueleto parece 
ter papel importante em restringir a distribuição superficial e 
no comportamento dos BCR em uma célula B em repouso. 
A ligação de antígeno polivalente ao BCR pode desorganizar 
os BCR na célula B em repouso e resultar na formação de 
microaglomerados de BCR contendo de 50 a 500 BCR, que 
também depende de um citoesqueleto intacto. Na verdade, a 
rede de actina nas células B ativadas circunda ou encurrala 
microaglomerados de BCR na membrana plasmática. 

O espraiamento da célula B ao longo da superfície que 
apresenta antígenos aumenta o número de microaglomerados 
de BCR e, por fim, ocupa números suficientes de BCR para 
permitir a transposição do limiar de ativação das células B. 
Da mesma maneira que as células T, as células B maduras 
expressam altos níveis das integrinas LFA-1 e VLA-4. A inte- 
ração dessas moléculas de adesão com seus ligantes cognatos, 
ICAM-1 e VCAM-1/fibronectina, na célula que exibe o antí- 


Figura 8.21 A sinapse imunológica no 
receptor da célula B (BCR). (a) 
Imagem da sinapse imunológica no 
BCR. Quantificação em tempo real de 
antígeno e recrutamento de 

ICAM-1 para a sinapse da célula B. 
Células B virgens (naive) foram 
depositadas sobre bicamadas lipídicas 
planas que continham ICAM-1 ligado a 
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (vermelho) 
e antígeno p31 (verde). As imagens 
centrais mostram o acúmulo do 
antígeno p31 (verde) e de ICAM-1 
(vermelho) no padrão de uma sinapse 
madura nos tempos especificados. As 
imagens superiores e inferiores foram 
obtidas por microscópios de contraste 
por interferência diferencial e de 
reflexão com interferência nos mesmos 
momentos. (Reproduzida com 
permissão de Carrasco Y.R., Fleire S.J., 
Cameron T, Dustin M.L. & Batista FD. 
(2004) Immunity 20, 589 a 599, O 
Elsevier). (b) Representação 
esquemática da sinapse imunológica do 
BCR, mostrando o complexo de 
ativação supramolecular central 
(cSMAC) enriquecido com 
microaglomerados de BCR-Ag, e o 
complexo de ativação supramolecular 
periférico circundante (pSMAC) 
enriquecido com integrinas como 
LFA-1/ICAM-1. 


(a) 


Omin 


(b) 
Célula B 
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geno imobilizado também promove a adesão da célula B e 
facilita o espraiamento celular ao longo da superficie-alvo. 
Após o espraiamento ao longo de uma superficie que exibe 
antígenos, as células B passam por uma fase de contração 
prolongada que culmina em importante reorganização dos 
microaglomerados de BCR na membrana, que coalescem 
para formar uma sinapse imunológica semelhante à observada 
nas células T (Figura 8.21). A sinapse imunológica madura 
do BCR contém um anel central (cSMAC) enriquecido com 
complexos BCR-antígeno e um anel externo (pSMAC) enri- 
quecido com integrinas (Figura 8.21). Os contatos de inte- 
grina não apenas promovem o espraiamento e a adesão entre 
os pares de células que interagem, mas indícios recentes 
sugerem também que esses contatos reduzem o limiar de 
ativação das células B por diminuição da concentração de 
antígeno necessária para formar uma sinapse estável e estimu- 


lar a célula B. 


pSMAC 
(integrinas) 


cSMAC 
(complexos BCR-Ag) 
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As células T e B imunocompetentes diferem em 

muitos aspectos 

m Os receptores antigeno-especificos, TCR/CD3 nas 
células T e Ig de superficie nas células B, 
garantem a nítida distinção entre esses dois tipos 
celulares. 

E As células T e B diferem em seus receptores para 
C3d, IgG e certos vírus. 

m Há diferentes ativadores policlonais das células T 
(PHA, anti-CD3) e das células B (anti-lg, vírus 
Epstein-Barr). 


Linfócitos T e células apresentadoras de antígeno 
interagem por intermédio de vários pares de 
moléculas acessórias 

E O acoplamento de células T e APC depende das 
fortes interações mútuas entre pares moleculares 
complementares em sua superfície: MHC II-CD4, 
MHC I-CD8, VCAM-1-VLA-4, ICAM-1-LFA-1, 
LFA-3-CD2, B7-CD28 (e CTLA-4). 

E As interações B7-CTLA-4 são inibitórias, enquanto 
as interações B7-CD28 são estimuladoras. 
CTLA-4 pode antagonizar-se ao recrutamento do 
TCR para as balsas lipídicas, onde residem muitas 
das proteínas sinalizadoras associadas à 
membrana. 


A ativação de células T requer dois sinais 

E Dois sinais ativam as células T, mas um sinal 
produz insensibilidade (anergia) ou morte por 
apoptose. 

m O sinal 1 é garantido pela interação de baixa 
afinidade entre o TCR cognato e o MHC-peptídio. 

E O segundo sinal coestimulador (sinal 2) é mediado 
por ligação de CD28 por B7 (CD80/CD86) e 
amplifica muito sinais gerados por meio de 
interações TCR-MHC. 

m Células T previamente estimuladas só necessitam 
de um sinal, por intermédio de seus TCR, para 
ativação eficiente. 


Ativação do receptor de células T 

m O TCR não tem atividade enzimática intrínseca, 
mas está associado a proteínas acessórias (o 
complexo do correceptor CD3) que recrutam 
proteínas tirosinoquinases (PTK). 

m O sinal do TCR é transduzido e amplificado por 
uma cascata enzimática da tirosinoquinase. 

E O recrutamento de CD4 ou CD8 para o complexo 
TCR leva à fosforilação, pela PTK Lck associada a 
CD4, das sequências ITAM nas cadeias € 
associadas a CD3. Os ITAM fosforilados ligam-se à 
quinase ZAP-70 e ativam-na. 


Eventos após sinalização de TCR 

E Proteínas adaptadoras não enzimáticas formam 
complexos multiméricos com quinases e fatores de 
troca de nucleotídio guanina (GEF). 

E A hidrólise do difosfato de fosfatidilinositol por Cy1 
ou Cy2 fosfatase produz trifosfato de inositol (IPs) 
e diacilglicerol (DAG). 

E IP; mobiliza o cálcio intracelular. 

E O DAG e o aumento do cálcio ativam a 
proteinoquinase C. 

E A elevação dos níveis de cálcio e de calmodulina 
também estimula a atividade de calcineurina. 

E A ativação de Ras pelo fator de troca do 
nucleotídio guanina Sos aciona uma cascata de 
quinase que opera por intermédio de Raf, MEK 
(quinase de dupla especificidade) e ERK (MAP 
quinase). CD28, por meio da PI3 quinase, também 
influencia a MAP quinase. 

m Os fatores de transcrição Fos e Jun, NAFT e NFkB 
são ativados por MAP quinase, calcineurina e PKC, 
respectivamente, e se ligam a locais reguladores 
na região promotora de IL-2. 

E Um pequeno número de complexos MHC-peptidio 
é capaz de desencadear em série um número 
muito maior de TCR, proporcionando assim o sinal 
contínuo necessário para ativação. 

E A ligação inicial de integrinas facilita o surgimento 
de uma sinapse imunológica, cujo centro troca 
integrinas para interação do TCR com o 
MHC-peptidio. 

m As moléculas adaptadoras da família Cbl 
participam das vias de sinalização negativa. 

E Os domínios fosfatase em CD45 são necessários 
para remover fosfatos nos locais inibitórios nas 
quinases. 


As células B respondem a três tipos diferentes de 

antígeno 

m Os antígenos timo-independentes tipo 1 são 
ativadores policlonais concentrados sobre as 
células B específicas por receptores slg. 

m Os antígenos timo-independentes tipo 2 são 
moléculas poliméricas que formam ligações 
cruzadas com muitos receptores slg e, em razão 
de suas meias-vidas prolongadas, emitem um sinal 
persistente para a célula B. 

E Os antígenos timo-dependentes exigem a 
cooperação de células T auxiliares para estimular a 
produção de anticorpos por células B. 

E O antígeno capturado por receptores slg 
específicos é levado para dentro da célula B, 
processado e expresso na superfície como um 
peptídio associado ao MHC II. 


E Esse complexo é reconhecido pela célula T auxiliar 
que ativa a célula B em repouso. 

E A capacidade de proteínas carreadoras de 
possibilitar a resposta dos anticorpos aos 
haptenos é explicada pela colaboração entre 
células T e B, na qual as células T reconhecem o 
carreador e as células B, o hapteno. 


Natureza da ativação das células B 

E A ligação cruzada de receptores de Ig de 
superfície (p. ex., por antígenos timo- 
independentes tipo 2) ativa células B. 
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E As células T auxiliares ativam células B em 
repouso graças ao reconhecimento pelo TCR de 
complexos MHC Il-peptidio carreador e à 
coestimulação por meio de interações 
CD40L-CD40 (análogas ao segundo sinal de 
B7-CD28 para ativação da célula T). 

E A coestimulação da célula B também é propiciada 
pelo complexo do correceptor da célula B, 
constituído de CD19, CD21, CD81 e LEU13. 

m Os receptores das células B (BCR) também 
formam sinapses imunológicas compostas de 
vários microaglomerados de BCR e integrinas. 
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Para lembrar 


O leitor já conhece bem o papel central das células dendríticas maduras como 
fonte de complexos MHC-peptídio (sinal 1) e ligantes coestimuladores (sinal 2) 
para ativação produtiva de células T virgens (naive); a ausência do sinal 2 leva 
à perda da reatividade ou anergia. As células B também podem apresentar o 
antígeno e coestimular uma célula T previamente ativada a fim de receber 
ajuda das células T para expansão clonal e diferenciação em células B 
efetoras, mas, em geral, as células dendríticas são as principais células 
apresentadoras de antígeno (APC, do inglês, antigen-presenting cells) para 
ativação de células T virgens (naive). Os macrófagos também podem agir 
como APC mas, por serem relativamente não migratórios, têm papel maior na 
reestimulação de células T já ativadas em locais de infecção do que no 
priming de células T virgens (naive) em tecidos linfoides secundários. O 
objetivo da ativação de linfócitos estimulada por antígenos é desencadear a 
expansão clonal das células corretas de modo que essas células gerem uma 
resposta imune adaptativa. A resposta imune adaptativa atua em sequência 
com uma resposta imune inata em curso e, como veremos, amplifica e 
reforça a resposta imune inata pela oferta de citocinas, anticorpos e 
moléculas citotóxicas. As células T ativadas diferenciam-se 
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Para lembrar (Continuação) 


em células efetoras capazes de secretar diversos padrões de citocinas; do mesmo modo, as células B 
ativadas diferenciam-se em plasmócitos capazes de secretar diferentes classes de anticorpos. As células do 
sistema imune inato em geral, e as células dendríticas em particular, têm a função essencial de moldar o tipo 
específico de resposta imune adaptativa à estimulação antigênica. O mecanismo é a secreção de diferentes 
padrões de citocinas em resposta à infecção inicial. Essas citocinas, por sua vez, influenciam a natureza das 
células T e B efetoras produzidas. 


Introdução 


Depois de transpor o limiar necessário para ativação, a célula T entra no ciclo de divisão celular e sofre 
proliferação clonal e diferenciação em efetores. A ativação das células T aumenta a expressão de uma série de 
genes. Nos primeiros 30 minutos, são expressos fatores de transcrição nuclear como Fos/Jun e NFAT, que 
regulam a expressão de interleucina-2 (IL-2) e o proto-oncogene celular c-myc, mas nas horas subsequentes há 
síntese de várias citocinas e de seus receptores específicos. Muito mais tarde, vemos moléculas como o 
receptor da transferrina relacionado com a divisão celular e antígenos muito tardios, como a molécula de 
adesão VLA-1 que possibilita a ligação de células T ativadas ao endotélio vascular em locais de infecção. 
Juntos, esses eventos dotam as células T ativadas de novas propriedades funcionais, entre elas a capacidade 
de ativar macrófagos, a oferta de auxílio mediado por citocinas para a produção de anticorpos pelas células B, 
além da capacidade de eliminar alvos infectados por vírus por indução de apoptose nessas células. 

As células B ativadas também entram no ciclo celular e sofrem proliferação clonal para reforçar suas fileiras. 
Algumas das células B ativadas acabam por se diferenciar em plasmócitos que migram para a medula óssea, 
onde produzem e secretam grande quantidade de anticorpos por períodos relativamente longos. Abordaremos 
aqui as principais questões acerca da aquisição da função efetora por linfócitos T e B e os papéis dos linfócitos 


efetores na resposta imune. 


Mecanismos efetores 


O sistema imune inato emprega 
vários mecanismos efetores diferentes 
para combater infecções 


No Capítulo 1 aprendemos que o sistema imune inato usa 
várias estratégias para lidar com microrganismos que trans- 
puseram a barreira física da pele e das mucosas. A primeira 
linha de defesa conta com a participação de células e fatores 
solúveis do sistema imune inato que agem imediatamente 
após a detecção de elementos estranhos no modo de padrões 
moleculares associados a patógenos (PAMP, do inglês, patho- 
gen-associated molecular patterns). As medidas de que o 
sistema imune lança mão ao lidar com uma infecção inci- 
piente variam da ligação direta de moléculas de reconheci- 
mento de padrões solúveis — como complemento, lisozima 
e lectina de ligação à manose — à destruição imediata 
orquestrada de um patógeno, ou à estimulação da captura 
fagocitária por macrófagos e neutrófilos. Os macrófagos e 
neutrófilos também reconhecem diretamente e englobam 
patógenos por meio dos receptores de reconhecimento de 
padrões associados às células. Outras opções à disposição do 
sistema imune inato são os mastócitos e basófilos, que usam 
as enzimas de seus grânulos para combater grandes parasitos 


extracelulares. Também não podemos esquecer as células 
natural killer (NK), aptas a destruir células do hospedeiro 
com sinais de infecção viral ou outros sinais de problemas 
internos. Comentamos ainda o papel das células dendríticas 
como sentinelas do sistema imune inato, que cumprem a 
função de alertar as células T para uma infecção existente 
pela apresentação do antígeno junto com sinais coestimula- 
dores apropriados (i. e., ligantes da família B7). No cômputo 
geral, o sistema imune inato tem em seu arsenal várias armas 
muito eficazes que podem ser recrutadas para defender o 
corpo contra infecções. Ainda assim, muitas vezes precisa de 
ajuda para lidar com patógenos bem adaptados que se 
servem de várias estratégias de evasão imune para driblar 
todos os esforços citados. A cavalaria vem na forma de res- 
posta imune adaptativa. 


A imunidade adaptativa também emprega vários 
mecanismos efetores 


O sistema imune adaptativo, constituído de linfócitos T e 
B, também dispõe de muitas armas. No Capítulo 2 discu- 
timos o papel dos anticorpos produzidos por células B como 
recurso para recobrir microrganismos com o objetivo de 
estimular a lise mediada por complemento pela via clássica 
ou de estimular sua captação por fagocitose via receptores 
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Fc específicos em macrófagos e neutrófilos ou, na verdade, 
pela simples agregação dos agentes infecciosos para impedir 
que continuem sua incursão nos tecidos. Os anticorpos 
também podem ser usados em benefício das células NK para 
que concentrem suas ações citotóxicas via citotoxicidade 
celular dependente de anticorpos (ADCC, do inglês, anti- 
body-dependent cellular cytotoxicity) (veja a p. 49). As células 
T também empregam uma série de estratégias diferentes 
para defender o corpo contra agentes infecciosos (Figura 9.1). 
Lembre que existem duas subdivisões principais de células 
T: células T auxiliares (Th) e citotóxicas (Tc ou CTL), sele- 
cionadas para reconhecer o antígeno apresentado junto com 
moléculas do MHC classe II ou MHC classe I, respectiva- 
mente. Enquanto a ação das células T auxiliares é ajudar 
as células B a produzirem anticorpos ou ativar a função 
destruidora de macrófagos ou células NK, as células Tc 
são capazes de se acoplar às células infectadas por vírus e 
destruí-las. Como explicaremos com mais detalhes neste 
capítulo, as células T auxiliares são ainda subdivididas em 
células Th1, Th2 e Th17 de acordo com o tipo de citoci- 
nas que secretam, pois isso confere diferentes funções efe- 
toras a essas células. Também discorreremos sobre outras 
subdivisões das células T (células T reguladoras [Treg]), 
que diferem nas citocinas produzidas, pois essas células têm 
funções reguladoras importantes e ajudam a proteger o 
corpo contra respostas impróprias das células T dirigidas 
contra elementos próprios e contra respostas excessivas ou 
impróprias direcionadas a elementos estranhos. 


As citocinas influenciam tanto a geração quanto 
a função específica dos efetores no sistema 
imune adaptativo 


A produção de várias citocinas é fundamental tanto para a 
maturação quanto para as funções efetoras específicas das 
células B e T. Já mencionamos os diversos papéis das citocinas 
nos capítulos anteriores e aludimos às suas propriedades como 
moléculas mensageiras que tornam possível a comunicação 
entre diferentes elementos do sistema imune. A comunicação 
entre células do sistema imune é a base da amplificação das 
respostas imunes (Figura 9.1) e também ajuda a mobilizar a 
resposta apropriada (i. e., predomínio da resposta mediada 
por anticorpos ou células), dependendo da natureza do agente 
infeccioso e da via de entrada no corpo. Aqui abordaremos 
com mais detalhes as diferentes classes de citocinas, como 
essas moléculas atuam nas células-alvo e a variedade de res- 
postas que iniciam. Todas essas questões são essenciais para o 
mecanismo de geração das células efetoras do sistema imune 
adaptativo e para a natureza das respostas de que participam. 
Ainda que muitos dos elementos do sistema imune inato 
preparem-se para o ataque logo após a detecção de um PAMP, 
as ações dos linfócitos T e B são muito influenciadas pelo 
ambiente de citocinas que acompanha sua exposição 
inicial ao antígeno específico. 
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Figura 9.1 As células T regulam diversos elementos do 
sistema imune por meio da produção de diferentes 
citocinas. Isso ilustra algumas possíveis interações, mas 
certamente não todas, das células T ativadas com outros 
elementos do sistema imune graças à secreção dirigida de 
citocinas específicas. Note que nem todas as células T são 
capazes de secretar todas as citocinas indicadas. Em vez 
disso, são gerados subgrupos de células T específicas 
desviadas para a secreção de subgrupos específicos das 
citocinas mostradas. 


As células dendríticas e outras células do 
sistema imune inato têm papel decisivo na 
geração de efetores 


Como explicaremos adiante neste capítulo, uma importante 
influência sobre o tipo de células efetoras geradas em resposta 
a um estímulo patogênico é a das células dendríticas que, 
além de apresentarem o antígeno (sinal 1) e emitirem sinais 
coestimuladores (sinal 2) para as células T, também exercem 
controle significativo sobre o tipo de resposta de células T. 
O mecanismo é a emissão, pelas células dendríticas, de outros 
impulsos na forma de citocinas (sinal 3) que moldam a natu- 
reza das células T efetoras geradas (Figura 9.2). O coquetel 
de citocinas produzido por células dendríticas durante o ciclo 
inicial de estimulação das células T em um linfonodo influen- 
cia se a resposta será dominada pela geração de células T 
efetoras que auxiliam as células B (Th2) ou levará à geração 
de células T que ativam macrófagos e auxiliam a função 
dos CTL (células Th1). Também foi reconhecida a geração 
de outros subgrupos Th, caracterizados por determinados 
padrões de citocinas. O padrão de citocinas secretadas por 
células T' efetoras diferenciadas pode ser influenciado ainda 
por macrófagos locais, células NK, basófilos e outras células 
do sistema imune inato encontradas por células T ativadas 
que migram para locais de infecção. Mais uma vez, isso ocorre 
pelo suprimento de citocinas que desencadeiam ou reforçam 
o desenvolvimento de diferentes subgrupos de células T 
efetoras. É inevitável questionar o que influencia as células 
dendríticas a produzir um padrão de citocinas em vez de 
outro. À resposta leva-nos de volta ao ponto de partida, pois 
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Figura 9.2 A geração de células T efetoras é influenciada 
pelo ambiente de citocinas em que está a célula T no 
momento da ativação inicial. O reconhecimento do complexo 
MHC-peptidio pelo TCR é o sinal 1, a coestimulação do 

CD28 por ligantes B7 é o sinal 2, e as citocinas produzidas 
pelas células dendríticas são o sinal 3. Note que o ambiente de 
citocinas após reestimulação de uma célula T em um tecido 
infectado também influencia a natureza da resposta efetora 
produzida pela célula T. 


é a natureza dos PAMP que primeiramente estimula a ação 
das células dendríticas, bem como as citocinas produzidas 
pelas outras células do sistema imune inato ao encontrarem 
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um agente infeccioso, que influenciam o perfil de citocinas 
adotado por uma célula dendrítica ativada. Antes de discutir- 
mos os vários tipos de linfócitos T e B efetores, vamos analisar 
mais de perto a diversidade da família de citocinas e como 
essas importantes moléculas de comunicação intercelular 
exercem seus efeitos em nível molecular. 


As citocinas atuam como mensageiros 
intercelulares 


As citocinas são polipeptídios de estrutura diversa com função 
de moléculas mensageiras que podem transmitir sinais de um 
tipo celular para outro e, entre outras coisas, instruem a célula 
que recebe o sinal a proliferar-se, diferenciar-se, secretar outras 
citocinas, migrar ou morrer. Até hoje foram descritas muitas 
citocinas diferentes e, sem dúvida, ainda há algumas a serem 
descobertas (Tabela 9.1). Um dos grupos de citocinas mais 
importantes, do ponto de vista do imunologista, é a familia da 
interleucina, pois contém citocinas que atuam como mensagei- 
ros entre os leucócitos. Os membros da família da interleucina 
são muito diversos e pertencem a diferentes classes estruturais 
de proteínas (Figura 9.3), porque a qualificação primária para 
pertencer a essa família é biológica (i. e., sinal de atividade em 
leucócitos), e não a homologia sequencial ou estrutural. Na 
verdade, embora sejam conhecidos outros homólogos da 
família da interleucina, sua classificação como interleucinas 
aguarda evidências de que essas proteínas tenham efeitos fun- 
cionais sobre os leucócitos. Até hoje foram descritas aproxima- 
damente 34 interleucinas (IL-1 a IL-35), sendo questionada a 
classificação da IL-14 como interleucina. 

Outras famílias de citocinas foram identificadas com 
base em sua capacidade de fomentar a proliferação de pre- 
cursores hematopoéticos (fatores estimuladores de colônias), 
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Figura 9.3 Estruturas das citocinas. As citocinas são divididas em diferentes grupos estruturais. Aqui são ilustrados os três 
principais tipos de estrutura e alguns exemplos de cada tipo: (a) quatro hélices a curtas (cerca de 15 aminoácidos), (b) quatro 
hélices a longas (cerca de 25 aminoácidos) e (c) uma lâmina B. (Reproduzida com permissão de Michal G. (ed.) (1999) Biochemical 
Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular Biology. John Wiley & Sons, Nova York.) 
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Tabela 9.1 Citocinas: origem e função. PFA, proteínas da fase aguda; B, célula B; baso, basófilo; MO, medula 
óssea; Endo, endotélio; eosino, eosinófilo; Epit, epitélio; Fibro, fibroblasto; GM-CSF, fator estimulador de colônias 
de granulócitos-macrófagos; IL, interleucina; LIF, fator inibidor da leucemia; MO, macrófago; MC, mastócito; Mono, 
monócito; neutro, neutrófilo; NK, célula natural killer; SLF, fator do locus steel; T, célula T, TGFB, fator 


transformador do crescimento B; DC, célula dendrítica. Note que não existe uma interleucina-14. Essa designação 
foi dada a uma atividade que, após investigação complementar, não poderia ser atribuída inequivocamente a uma 
só citocina. A IL-30 também aguarda designação. A IL-8 é um membro da família das quimiocinas. Essas citocinas 
são listadas separadamente na Tabela 9.2. 


Citocina 


Interleucinas 


IL-la, IL-1B 


IL-2 


IL-3 


IL-4 


IL-5 


IL-6 


IL-7 


IL-8 


IL-9 


IL-10 


IL-11 


IL-12 


IL-13 


IL-15 


IL-16 


IL-17 


Origem 


Mono, M®, DC, NK, B, 
Endo 


Thi 


T, NK, MC 


Th2, Tc2, NK, NKT, T yô, 
MC 
Th2, MC 


Th2, Mono, Mọ, DC, 
estroma da MO 


Estroma da MO e do 
timo 


Mono, Mọ, Endo 


Th 


Th (Th2 em 
camundongo), Tc, B, 
Mono, MO 


Estroma da MO 


Mono, M®, DC, B 


Th2, MC 


T, NK, Mono, Mọ, DC, B 


Th, Te 


if 


Função efetora 


Coestimula a ativação de células T por aumento da produção de 
citocinas, entre elas a IL-2 e seu receptor; estimula a proliferação e a 
maturação de células B; citotoxicidade de NK; induz IL-1, IL-6, IL-8, TNF, 
GM-CSF e PGE, por MỌ; proinflamatória por indução de quimiocinas e 
ICAM-1 e VCAM-2 no endotélio; induz febre, PFA, reabsorção óssea por 
osteoclastos 


Induz a proliferação de células T e B ativadas; estimula a citotoxicidade de 
NK e a destruição de células tumorais e bactérias por monócitos e Md 


Crescimento e diferenciação de precursores hematopoéticos; proliferação 
de MC 


Induz células Th2; estimula a proliferação de células B, T e MC ativados; 
aumenta a expressão do MHC classe Il em células B e MD e de CD23 em 
células B; diminui a produção de IL-12 e, portanto, inibe a diferenciação 
de Th1; aumenta a fagocitose de MỌ; induz a permuta de classe para 
IgG1 e IgE 


Induz a proliferação de eosinófilos e de células B ativadas; induz a 
permuta de classe para IgA 


Diferenciação de células-tronco mieloides e de linfócitos B em 
plasmócitos; induz PFA; estimula a proliferação de células T 


Induz a diferenciação de células-tronco linfoides em células T e B 
progenitoras; ativa células T maduras 


Medeia a quimiotaxia e a ativação de neutrófilos 


Induz a proliferação de timócitos; estimula o crescimento de MC; ação 
sinérgica com IL-4 na permuta de classe para IgG1 e IgE 


Inibe a secreção de IFNy pelas células Th1 de camundongo e de IL-2 por 
Th1 do ser humano; diminui a produção de MHC classe Il e citocinas 
(incluindo IL-12) por mono, MQ e DC, assim inibindo a diferenciação de 
Thi; inibe a proliferação de T; estimula a diferenciação de B 


Promove a diferenciação de pró-B e megacariócitos; induz PFA 

Citocina essencial para diferenciação de Th1; induz a proliferação e a 
produção de IFNy por Th1, CD8* e T yô e NK; estimula a citotoxicidade 
por NK e T CD8* 

Inibe a ativação e a secreção de citocinas por MO; coativa a proliferação 
de B; aumenta MHC classe Il e CD23 em B e mono; induz permuta de 
classe para IgG1 e IgE; induz VCAM-1 em endo 


Induz a proliferação de T, NK e B ativada e a produção de citocinas e 
citotoxicade em NK e na célula T CD8*; quimiotática para células T; 
estimula o crescimento do epitélio intestinal 


Quimioatraente para T CD4, mono e eosino; induz o MHC classe Il 


Proinflamatória; estimula a produção de citocinas, incluindo TNF, IL-18, 
IL-6, IL-8, G-CSF 
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Tabela 9.1 Continuação 


Citocina 


IL-17A 


IL-17F 


IL-18 
IL-19 


IL-20 


IL-21 


IL-22 


IL-23 


IL-24 
IL-25 
IL-26 
IL-27 
IL-28 
IL-29 


IL-30 


IL-31 


IL-32 


IL-33 


IL-34 


IL-35 


Origem 


Th17, células T NK, 
neutrófilos 


Th17, células T NK, 
neutrófilos 


Mọ, DC 
Mono 


Mono, queratinócitos 


Th 


T 


DC 


Th2, Mono, Md 
Thi, Mo, Mast 
T, NK 

DC, Mono 
Mono, DC 
Mono, DC 


APC 


T 
NK, T 
Estroma, DC 


Estroma 


Treg 


Fatores estimuladores de colônias 


GM-CSF 


G-CSF 
M-CSF 
SLF 


Th, Mọ, Fibro, MC, Endo 


Fibro, Endo 
Fibro, Endo, Epit 
Estroma da MO 


Fatores de necrose tumoral 


TNF (TNFa) 


Linfotoxina 


(TNFB) 


Th, Mono, Mọ, DC, MC, 


NK, B 


Th1, Te 


Fungao efetora 
Proinflamatória, estimula a produção de citocinas, entre elas TNF, IL-1B, 
IL-6, IL-8, G-CSF por epitélio, endotélio e fibroblastos 


Efeitos semelhantes aos da IL-17A 


Induz a produção de IFNy por T; estimula a citotoxicidade de NK 
Modulação da atividade de Th1 

Regulação das respostas inflamatórias cutâneas 

Regulação da hematopoese; diferenciação de NK; ativação de B; 
coestimulação de T 

Inibe a produção de IL-4 por Th2 


Proliferação e produção de IFNy por Th1, induz a expansão e a 
sobrevivência de células TH17, indução de citocinas proinflamatórias, 
como IL-1, IL-6, TNF por macrófagos 


Indução de TNF, IL-1, IL-6, atividade antitumoral 

Indução de doenças associadas a IL-4, IL-5, IL-13 e Th2 
Aumento da produção de IL-8 e IL-10 pelo epitélio 

Indução de respostas TH1, aumento da produção de IFNy 
Atividade semelhante à da IFN tipo 1, inibição da replicação viral 
Atividade semelhante à da IFN tipo 1, inibição da replicação viral 


Subunidade P28 do heterodímero da IL-27. Regula a reatividade das 
células T virgens (naive) à IL-12. Ação sinérgica com IL-12 para induzir 
IFN-y 


Promove respostas inflamatórias na pele 


Promove inflamação. Papel na apoptose de células T induzida por 
ativação 


Indução de citocinas Th2, medeia a quimiotaxia de basófilos e mastócitos 


Estimula a proliferação de monócitos e a formação de progenitores de 
macrófagos 


Efeitos imunossupressores sobre as células Th1, Th2 e Th17. Estimula a 
proliferação de Treg 


Estimula o crescimento de progenitores de mono, neutro, eosino e 
basófilos; ativa MD 


Estimula o crescimento de progenitores de neutro 
Estimula o crescimento de progenitores de mono 


Estimula a divisão das células-tronco (ligante c-kit) 


Citotoxicidade tumoral; caquexia (emagrecimento); induz a secreção de 
citocinas; induz E-selectina no endo; ativa Mg; antiviral 


Citotoxicidade tumoral; estimula a fagocitose por neutro e MO; implicada 
no desenvolvimento de órgãos linfoides; antiviral 
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Tabela 9.1 Continuação 


Inibe a replicação viral; estimula o MHC classe II 
Inibe a replicação viral; estimula o MHC classe Il 


Inibe a replicação viral; estimula o MHC classes | e Il; ativa Mg; induz 


permuta de classe para IgG2a; antagoniza várias ações da IL-4; inibe a 


Proinflamatório por, por exemplo, quimioatração de mono e MD, mas 


também anti-inflamatório por, por exemplo, inibição da proliferação de 


linfócitos; induz a permuta para IgA; promove o reparo tecidual 


Estimula a produção de IL-12 e inibe a produção de IL-10 por Mb 


Citocina Origem Função efetora 
Interferons 
IFNa Leucócitos 
IFNB Fibroblastos 
IFNy Thi, Tei, NK 
proliferação de Th2 

Outros 
TGFB Th3, B, Mb, MC 
LIF Epit timico, estroma da Induz PFA 

MO 
Eta-1 ‘A 
Oncostatina M T, Mo Induz PFA 


na atividade citotóxica contra tipos celulares transformados 
(fatores de necrose tumoral) ou na capacidade de interferir 
na replicação viral (interferons). É importante notar, porém, 
que muitas vezes as citocinas têm efeitos pleiotrópicos e 
fazem muito mais do que sugerem seus nomes algo descri- 
tivos (e geralmente enganadores). Na verdade, a resposta 
produzida por muitas dessas moléculas depende, em grande 
parte, do contexto em que é emitido o sinal da citocina. 
Desse modo, fatores como o estágio de diferenciação da 
célula, a fase do ciclo celular em que se encontra (quiescente 
ou proliferativa) e a presença de outras citocinas podem 
influenciar a resposta a determinada citocina. 


A ação das citocinas é transitória e geralmente 
de curto alcance 


Em geral, as citocinas são proteínas secretadas de baixo peso 
molecular (15 a 25 kDa) que medeiam a divisão celular, a 
inflamação, a citotoxicidade, a diferenciação, a migração e o 
reparo. Como regulam a amplitude e a duração das respostas 
imune-inflamatórias, a produção de citocinas tem de ser tem- 
porária e rigorosamente associada à presença de material estra- 
nho. A produção de citocinas também pode ocorrer em resposta 
à liberação de “sinais de perigo” endógenos (i. e., padrões mole- 
culares associados a risco [DAMP]) que denunciam a ocorrên- 
cia de morte celular por necrose, um mecanismo de morte 
celular habitual em doenças e frequentemente provocado por 
agentes infecciosos ou lesão tecidual (veja o Capítulo 1, p. 4). 
É importante que as sequências ricas em AU nas regiões 3’ não 
traduzidas do mRNA de muitas citocinas sensibilizem esses 
mRNA para rápida degradação, assim garantindo o rápido 
declínio da produção de citocinas na ausência de estimulação 
apropriada. Ao contrário dos hormônios endócrinos, a maioria 
das citocinas normalmente tem ação local parácrina ou até 


mesmo autócrina. Assim, as citocinas derivadas de linfócitos 
raramente persistem na circulação, mas células não linfoides 
como células endoteliais e fibroblastos são estimuladas por 
produtos bacterianos a liberar citocinas que podem ser detec- 
tadas na corrente sanguínea, geralmente com prejuízo para o 
hospedeiro. O choque séptico, por exemplo, é um distúrbio 
que pode ser fatal, causado principalmente pela superprodução 
de citocinas como fator de necrose tumoral (TNF) e IL-1 em 
resposta à infecção bacteriana, e destaca a necessidade de con- 
trolar com firmeza a produção de citocinas. Algumas citocinas, 
entre elas IL-1 e TNE, também existem como formas ancoradas 
à membrana e podem ter efeitos estimuladores sem se tornarem 
solúveis. 


As citocinas atuam com o auxílio dos receptores 
da superfície celular 


As citocinas são muito potentes e geralmente agem em con- 
centrações fentomolares (107% M) associando-se à pequena 
quantidade de receptores de alta afinidade na superfície 
celular para modificar o padrão de síntese de RNA e proteínas 
nas células que afetam. O mecanismo é a ativação, mediada 
por receptores de citocinas, de cascatas de transdução de sinal 
que culminam na ativação de fatores de transcrição que con- 
trolam a síntese de novos produtos gênicos, ou aumentam o 
nível dos existentes, dentro da célula. O resultado é a altera- 
ção do comportamento ou funcionalidade da célula em 
consequência dessas alterações da expressão do gene. Em 
geral, os receptores das citocinas têm domínios de interação 
proteina-proteina específicos ou motivos de fosforilação em 
suas caudas citoplasmáticas que facilitam o recrutamento de 
proteínas adaptadoras apropriadas depois da estimulação do 
receptor. Um tema recorrente nas vias de ativação do receptor 
de citocinas é a dimerização ou trimerização induzida por 


ligante das subunidades do receptor; isso facilita a propagação 
do sinal para a célula pela interação das caudas citoplasmáticas 
do receptor transitoriamente associadas. Há seis principais 
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são constituídos de uma ou duas cadeias polipeptídicas res- 
ponsáveis pela ligação à citocina e outra cadeia compartilhada 
(comum ou “c”) que participa da transdução de sinal. A 


cadeia yc (CD 132) é usada pelo receptor de IL-2 (Figura 9.4a) 
e pelos receptores de IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, uma 
cadeia Bc (CDw131) é usada por receptores de IL-3, IL-5 e 
fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos 
(GM-CSF), e a cadeia compartilhada gp130 (CD130) é 
usada pelos receptores de IL-6, IL-11, IL-12, oncostatina M, 
fator neurotrófico ciliar e fator inibidor de leucemia (LIE, do 


inglês, leukemia inhibitory factor). 


famílias estruturais de receptores das citocinas (Figura 9.4). 


Receptores da hematopoetina 


Estes constituem a maior família, às vezes denominada apenas 
superfamília de receptores de citocinas, e são nomeados de 
acordo com o primeiro membro dessa família a ser definido 
— o receptor da hematopoetina. Esses receptores geralmente 


Família do receptor Familia do receptor |G” Família do receptor P Família do receptor Família do receptor 
Fis hematopoetina Ás IFN re TNF Precepores de IgSF de quimiocinas E TGF 


IL-2R TNFR 


099 
0990 
0949 
DA Ad On 


pe ™ 


ILAR IL-8R TGFBR 


IFNyR 


=> 


Citosol 


Figura 9.4 Famílias dos receptores de citocinas. A figura mostra um exemplo de cada família. (a) Os receptores da 
hematopoetina operam por uma subunidade comum (yc, Bc ou gp130, dependendo da subfamília) que transduz o sinal para o 
interior da célula. Em essência, a ligação da citocina a seu receptor tem de iniciar o processo de sinalização por mediação da 
formação de heterodimeros ou homodimeros envolvendo a subunidade comum. Em alguns casos, a citocina é ativa quando ligada 
ao receptor, seja na forma solúvel, seja ligada à membrana (p. ex., IL-6). O receptor de IL-2 é interessante em relação à união a seu 
ligante. A cadeia a (CD25, que reage com o anticorpo monoclonal anti-Tac) do receptor tem dois domínios estruturais proteicos de 
controle do complemento e liga-se à IL-2 com baixa afinidade; a cadeia B (CD122) tem um dominio estrutural de membrana da 
fibronectina tipo IIl proximal e um domínio estrutural de membrana do receptor de citocina distal e associa-se à cadeia y comum 
(CD132) que tem organização estrutural semelhante. A cadeia $ liga-se à IL-2 com afinidade intermediária. A IL-2 liga-se à cadeia a 
e se dissocia dela muito rapidamente, mas os mesmos processos que implicam a cadeia B ocorrem em velocidade duas ou três 
ordens de magnitude menor. Quando as cadeias a, B e y formam um único receptor, a cadeia a liga-se com rapidez à IL-2 e facilita 
sua ligação a outro local na cadeia $, do qual só se dissocia lentamente. Como a afinidade final (K,) é baseada na razão entre as 
constantes de velocidade de dissociação e associação, então Ka = 10/5'/10'M's! = 10" M, que é uma afinidade muito alta. A 
cadeia y não se liga à IL-2, mas contribui para a transdução de sinal. (b) A família do receptor do interferon é constituída de 
moléculas heterodiméricas e cada uma delas tem dois domínios de fibronectina tipo Ill. (c) Os receptores para TNF e moléculas 
relacionadas são constituídos de um único polipeptídio com quatro domínios TNFR. O receptor é trimerizado depois da união ao 
ligante e, assim como vários outros receptores, também é encontrado em uma forma solúvel que, quando liberada por uma célula 
após ativação, pode agir como antagonista. (d) Outro grupo de receptores contém quantidade variável de domínios da 
superfamília de Ig, enquanto (e) os receptores de quimiocinas são membros da superfamilia de receptores acoplados à proteína 
G e têm sete dominios transmembrana hidrofébicos. (f) A última família apresentada é a dos receptores de TGF que necessitam de 
associação entre duas moléculas, denominadas TGFR tipo | e TGFR tipo Il, para que haja sinalização. 
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Receptores de interferons 


Estes também são constituídos de duas cadeias polipeptídicas 
e, além dos receptores de IFNa, IFNB e IFNy (Figura 9.4b), 
essa família inclui o receptor IL-10. 


Receptores do TNF 


Os membros da superfamilia de receptores do TNF têm 
domínios extracelulares ricos em cisteína e provavelmente são 
encontrados como trímeros pré-formados que sofrem altera- 
ção da conformação de seus domínios intracelulares depois 
da união ao ligante. Eles incluem o receptor do fator de 
necrose tumoral (TNE, do inglés, tumor necrosis factor) 
(Figura 9.4c) e os receptores Fas (CD95/APO-1) e TRAIL 
relacionados. Essa família também contém os receptores de 
linfotoxina (LT) e do fator de crescimento neural (NGF, do 
inglês, nerve growth factor), bem como o receptor CD40, que 
tem papel importante na coestimulação de células B e células 
dendríticas por células T ativadas. 


Receptores de citocinas da IgSF 
Os membros da superfamília de imunoglobulinas são usados 


em larga escala em muitos aspectos da biologia celular (veja 
a p. 320) e incluem o receptor de IL-1 (Figura 9.4d) e os 
receptores do fator estimulador de colônias de macrófagos 
(M-CSF do inglês, macrophage colony-stimulating factor) e do 
fator de células-tronco (SCF/c-kit). 


Receptores das quimiocinas 


As quimiocinas (do inglês, chemoattractant cytokine, cito- 
cinas quimioatraentes) têm uma propriedade funcional 
comum de promover a quimiotaxia, e seus receptores cons- 
tituem uma família de aproximadamente 20 diferentes 
receptores acoplados à proteína de G de polipeptídios com 
sete segmentos transmembrana (Figura 9.4e). Cada subtipo 
de receptor é capaz de se ligar a várias quimiocinas da 
mesma família. Por exemplo, o receptor CXC 2 (CXCR2) 
é capaz de se ligar a sete ligantes diferentes na família do 
ligante CXC (CXCL). 

O recrutamento de células T, macrófagos e neutrófilos 
para um local de inflamação é fortemente estimulado pela 
ação das quimiocinas. Estas podem ser produzidas por vários 
tipos celulares e são divididas em quatro famílias de acordo 
com a disposição dos dois primeiros (N-terminais) dos quatro 
resíduos de cisteína consagrados (Tabela 9.2). As quimiocinas 
CXC têm um aminoácido e as CX3C têm três aminoácidos 
entre as duas cisteínas. As quimiocinas CC têm cisteínas 
adjacentes nessa localização, enquanto as quimiocinas C não 
têm as cisteínas 1 e 3 encontradas em outras quimiocinas. As 
quimiocinas ligam-se aos receptores com sete domínios trans- 
membrana acoplados à proteína G (Figura 9.4). Apesar do 
fato de que uma única quimiocina às vezes pode se ligar a 
mais de um receptor e um único receptor pode se ligar a várias 
quimiocinas, muitas quimiocinas apresentam forte especifici- 
dade por tecido e receptor. Elas têm papéis importantes na 


inflamação, no desenvolvimento de órgãos linfoides, no 
tráfego celular, na compartimentalização celular nos tecidos 
linfoides, na angiogênese e na cicatrização de feridas. 


Receptores de TGF 


Os receptores dos fatores transformadores do crescimento, 
como o receptor de TGFR (Figura 9.4f), têm domínios de 
sinalização citoplasmática com atividade serina/treonina 
quinase. 


Transdução de sinal por meio dos receptores de 
citocinas 


A homo ou heterodimerização das subunidades do receptor 
da citocina induzida por ligante é um tema comum para 
sinalização por citocinas. As duas principais vias usadas são 
as vias da Janus quinase (JAK)-STAT e da Ras-MAP quinase. 
Já explicamos os detalhes da via da Ras-MAP quinase no 
Capítulo 8 (veja a Figura 8.8), portanto, destacaremos a via 
da JAK-STAT. 

Os membros da superfamília dos receptores de citocinas 
(receptores de hematopoetina) não têm domínios catalíti- 
cos, mas estão constitutivamente associados a uma ou mais 
JAK (Figura 9.5). A família JAK de mamíferos tem quatro 
membros, JAK1, JAK2, JAK3 e Tyk2 (tirosinoquinase 2), e 
todos fosforilam os substratos subsequentes em resíduos 
tirosina. Estudos de knockout genético mostraram que os 
vários JAK têm funções muito específicas e produzem fenó- 
tipos letais ou graves relacionados com defeitos no desen- 
volvimento linfoide, ausência de eritropoese e hipersensi- 
bilidade a patógenos. 

Após a dimerização do receptor induzida por citocina, há 
fosforilação recíproca de JAK e, portanto, ativação mútua. 
JAK ativas fosforilam resíduos tirosina específicos nas caudas 
citoplasmáticas do receptor a fim de criar locais de acopla- 
mento para membros da família STAT (do inglês, signal trans- 
ducers and activators of transcription, transdutores de sinal e 
ativadores da transcrição) de fatores da transcrição contendo 
domínio SH2. Os STAT residem no citoplasma em um 
estado inativo, mas, após o recrutamento para receptores de 
citocinas (por meio de seus domínios SH2), são fosforilados 
por JAK e sofrem dimerização e dissociação do receptor. Os 
STAT dimerizados são translocados para o núcleo, onde têm 
um importante papel de impulsionar a célula ao longo do 
ciclo mitótico pela ativação de transcrição de vários genes 
(Figura 9.5). Há relato de sete STAT de mamíferos e cada um 
deles tem um papel relativamente não redundante em dife- 
rentes vias de sinalização de citocinas. Em geral, cada citocina 
emprega mais de um tipo de STAT para exercer seus efeitos 
biológicos; isso ocorre porque os receptores da hematopoetina 
são formados por duas diferentes cadeias de receptores capazes 
de recrutar diferentes proteínas STAT. A capacidade dos 
STAT de formarem heterodímeros uns com os outros aumenta 
a complexidade, e a consequência é que uma única citocina 
pode exercer seus efeitos de transcrição por meio de uma série 
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Tabela 9.2 Quimiocinas e seus receptores. As quimiocinas são agrupadas de acordo com a organização de 
suas cisteínas (veja o texto). A letra L designa ligante (i. e., a quimiocina individual), enquanto a letra R designa 
receptores. Os nomes entre parênteses referem-se aos homólogos murinos da quimiocina humana quando os 


nomes destes diferem, ou apenas a quimiocina murina se não tiver sido descrita quimiocina humana equivalente. 
B, célula B; Baso, basófilo; DC, célula dendrítica; Eosino, eosinófilo; MEC, quimiocina epitelial da mucosa; Mono, 
monócito; Neutro, neutrófilo; NK, natural killer; T, célula T. 


Família Quimiocina Nomes alternativos Quimiotaxia Receptores 
CXC. CXCL1 GROa/MGSAa Neutro CXCR2 > CXCR1 
CXCL2 GROB/MGSAB Neutro CXCR2 
CXCL3 GROy/MGSAy Neutro CXCR2 
CXCL4 PF4 Eosino, Baso, T CXCR3-B 
CXCL5 ENA-78 Neutro CXCR2 
CXCL6 GCP-2/(CKa.-3) Neutro CXCR1, CXCR2 
CXCL7 NAP-2 Neutro CXCR2 
CXCL8 IL-8 Neutro CXCR1, CXCR2 
CXCL9 Mig T, NK CXCR3-A, CXCR3-B 
CXCL10 IP-10 T, NK CXCR3-A, CXCR3-B 
CXCL11 I-TAC T, NK CXCR3-A, CXCR3-B 
CXCL12 SDF-1a/p T, B, DC, Mono CXCR4 
CXCL13 BLC/BCA-1 B CXCR5 
CXCL14 BRAC/Bolekine ? DC, Mono 
CXCL15 Lungkine Neutro ve 
CXCL16 Nenhum T, NKT CXCR6 
Cc XCL1 Linfotactina/SCAM-1a/ATAC a XCR1 
XCL2 SCM-1p a XCR1 
CX3C CX3CL1 Fractalcina/Neurotactina T, NK, Mono CX3CR1 
cc CCL1 |-309/(TCA-3/P500) Mono CCR8 
CCL2 MCP-1/MCAF T, NK, DC, Mono, Baso CCR2 
CCL3 MIP-1a/LD780 T, NK, DC, Mono, Eosino CCR1, CCR5 
CCL4 MIP-1B, T, NK, DC, Mono CCR5 
ceL5 RANTES Rio PO: Mone: Eosin, Oni oor, CORS 
(CCL6) (C10/MRP-1) Mono, Mð, T, Eosino CCR1 
CCL? MCP-3 TNK, DC, Mono, Fosino, conj, cora, CCR3 
Baso 
CCL8 MCP-2 T, NK, DC, Mono, Baso CCR3 
(CCL9/10) (MRP-2/CCF18/MIP-1y) T, Mono CCR1 
CCL11 Eotaxina-1 T, DC, Eosino, Baso CCR3 
(CCL12) (MCP-5) T, NK, DC, Mono, Baso CCR2 
ceLi3 MCP-4 TNE DG, Mono Eosin "Cons GGR 
Baso 
CCL14 HCC-1/HCC-3 T, Mono, Eosino CCR1 


CCLi5 HCC-2/Leucotactina-1/MIP-15 F: CCR1, CCR3 
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Tabela 9.2 Continuação 


Família Quimiocina Nomes alternativos Quimiotaxia Receptores 

CCL16 HCC-4/IEC/(LCC-1) ai CCR1 
CCL17 TARC T, DC, Mono CCR4 
CCL18 DCCK1/PARC/AMAC-1 T, DC ? 
CCL19 MIP-3B/ELC/Exodus-3 T, B, DC CCR7 
CCL20 MIP-3a/IARC/Exodus-1 DC CCR6 
CCL21 6Ckine/SLC/Exodus-2/(TCA-4) T, DC CCR7 
CCL22 MDC/STCP-1/ABCD-1 T, DC, Mono CCR4 
CCL23 MPIF-1 di CCR1 
CCL24 MPIF-2/Eotaxina-2 T, DC, Eosino, Baso CCR3 
CCL25 TECK T, DC, Mono CCR9 
CCL26 SCYA26/Eotaxina-3 JP CCR3 
CCL27 CTACK/ALP/ESkine J CCR10 
CCL28 MEC T, B, Eosino CCR3/CCR10 

Figura 9.5 Vias mediadas por receptor da citocina para 

transcrição gênica. A oligomerização do receptor induzida por i Citocina 


citocina ativa JAK quinases constitutivamente associadas às 
caudas citoplasmáticas do receptor. Após ativação, as JAK 
quinases fosforilam resíduos de tirosina nas caudas dos 
receptores, assim criando locais de ligação para fatores de 
transcrição STAT que são recrutados para o complexo do 
receptor e são, por sua vez, fosforilados por JAK. A fosforilação 
de STAT desencadeia sua dissociação do receptor e promove a 
formação de dímeros STAT translocados para o núcleo com o 
objetivo de direcionar a transcrição de genes que têm os 
motivos de ligação apropriados em suas regiões promotoras. 
Os membros da família SOCS de inibidores podem suprimir a 
sinalização de citocinas em vários pontos, seja por inibição 
direta da atividade de JAK quinase, seja por promoção da 
poliubiquitinação e degradação de JAK mediadas por 
proteassomos. A família PIAS de inibidores STAT pode formar 
complexos com proteínas STAT que diminuem a ligação de 
STAT ao DNA ou o recrutamento de correpressores da 
transcrição que bloqueiam a transcrição mediada por STAT. Os 
receptores das citocinas também podem recrutar outras 
proteínas adaptadoras, como Shc, Grb2 e Sos, que ativam a 
MAP quinase (veja a Figura 8.8) e cascatas de sinalização de 
PI3 quinase, mas estas foram omitidas para fins de clareza. 


de combinações de STAT. As JAK também podem agir por 
meio de quinases da família src para gerar outros fatores de 
transcrição pela via de Ras-MAP quinase (veja a Figura 8.8). 
Algumas citocinas também ativam a fosfatidilinositol 3-quinase 
(PI3K) e a fosfolipase C (PLCy). 

A diminuição da sinalização de JAK-STAT é obtida por 
proteínas que pertencem às famílias SOCS (do inglês, sup- 
pressor of cytokine signaling, supressor da sinalização de 


Receptor de citocina 


Dimeros de STAT 


citocinas) e PIAS (do inglés, protein inhibitor of activated 
STAT, proteína inibidora de STAT ativado) (Figura 9.5). A 
indução de proteínas SOCS depende de STAT e, portanto, 
representa um mecanismo clássico de inibição por feedback 
no qual os sinais de citocinas induzem a expressão de pro- 
teínas que deprimem suas próprias cascatas de sinalização. 
A família SOCS contém oito membros (i. e., CIS e SOCS1- 
SOCS7), e essas proteínas usam dois mecanismos diferentes 


para diminuir os sinais de citocinas. Por um lado, as proteí- 
nas SOCS interagem com JAK e também com outras pro- 
teínas sinalizadoras como Vav, e tornam essas proteínas alvos 
para degradação pela via da ubiquitina-proteassomo (veja a 
p. 129). As proteínas da família SOCS também podem 
interagir com os locais de ligação do domínio SH2 encon- 
trados na alça de ativação dos domínios de JAK quinase, 
assim bloqueando o acesso das JAK aos substratos subse- 
quentes (Figura 9.5). Alguns membros da família SOCS, 
como CIS (que contém o domínio com homologia src 2 
[SH2] induzível por citocinas), também interagem direta- 
mente com os domínios SH2 de ligação a STAT encontra- 
dos em receptores de citocinas e assim podem bloquear o 
recrutamento de moléculas STAT para o complexo do 
receptor. A deleção direcionada de genes SOCS no camun- 
dongo revelou a importância dessas proteínas para a sinali- 
zação normal de citocinas. Os camundongos com deficiência 
de SOCS-1 apresentam acentuado retardo do crescimento e 
linfocitopenia e morrem por insuficiência de múltiplos 
órgãos associada à inflamação em 3 semanas após o nasci- 
mento. Compatível com o papel das proteínas SOCS como 
reguladores negativos da sinalização de citocinas, linfócitos 
derivados de camundongos com deficiência de SOCS-1 são 
ativados espontaneamente mesmo na ausência de patóge- 
nos. Os camundongos com deficiência de SOCS-1 gerados 
com deficiência de RAG2 não exibem nenhum dos fenótipos 
observados em situação genética normal, confirmando que 
os principais efeitos de SOCS-1 ocorrem no compartimento 
de linfócitos. 

A família PIAS é constituída de quatro membros (PIAS1, 
PIAS3, PIASX e PIASY) e pode reprimir a atividade de trans- 
crição induzida por STAT mediante interação com essas pro- 
teínas para restringir a capacidade de interagir com os 
elementos promotores de DNA com os quais se associam ou 
por recrutamento de proteínas correpressoras da transcrição, 
como a histona desacetilase para os complexos de transcrição 
STAT (Figura 9.5). 

As vias JAK-STAT também podem ser reguladas por 
outros mecanismos como o antagonismo da atividade de JAK 
mediada pela tirosina fosfatase, por exemplo. 


As citocinas geralmente têm vários efeitos 


Em geral, as citocinas são pleiotrópicas, isto é, exercem 
vários efeitos sobre diversos tipos celulares (Tabela 9.1) e há 
considerável superposição e redundância entre as funções de 
cada um deles, em parte pelo compartilhamento de compo- 
nentes do receptor e pelo uso de fatores de transcrição 
comuns. Por exemplo, muitas atividades biológicas de 
IL-4 superpõem-se às de IL-13. No entanto, convém desta- 
car que quase todas as citocinas têm no mínimo algumas 
propriedades exclusivas. 

As citocinas produzidas nos estágios iniciais da ativação 
das células T e B influenciam seriamente o desenvolvimento 
subsequente da célula afetada. Os papéis na geração de 
células T e B efetoras e na regulação de reações inflamatórias 
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crônicas (Figura 9.1) serão expostos em detalhes adiante 
neste capítulo. Também convém destacarmos aqui o impor- 
tante papel das citocinas no controle da hematopoese 
(Figura 9.6). A diferenciação de células-tronco nos elemen- 
tos figurados do sangue na medula óssea é promovida cui- 
dadosamente pela produção de citocinas pelas células do 
estroma. Estas são GM-CSF, G-CSF (fator estimulador de 
colônias de granulócitos), M-CSF, IL-6, IL-7 e LIF 
(Tabela 9.1), e muitas delas também são derivadas de células 
T e macrófagos. É natural, portanto, que durante um 
período de inflamação crônica, as citocinas produzidas 
recrutem novos precursores para a via de diferenciação 
hematopoética — um exercício útil nas circunstâncias. É 
preciso destacar uma das citocinas, IL-3, por sua excepcional 
capacidade de fomentar as células iniciais nessa via, sobre- 
tudo em sinergia com IL-6 e G-CSF (Figura 9.6). 


Hematopoese na medula óssea 


Célula do estroma tà 


Célula-tronco 
do sangue 


Elementos figurados 
do sangue 
Células endoteliais, 
fibroblastos 


Figura 9.6 Várias citocinas produzidas por células T 
efetoras e outras células do sistema imune influenciam 
a hematopoese. 


Interações em rede 


As relações complexas e integradas entre as diferentes cito- 
cinas são mediadas por eventos celulares. Os genes para 
IL-3, IL-4, IL-5 e GM-CSF estão todos estreitamente 
ligados ao cromossomo 5 em uma região que contém genes 
para M-CSF e seu receptor e vários outros fatores de cres- 
cimento e receptores. A interação pode ocorrer por meio de 
uma cascata, na qual uma citocina induz a produção de 
outra, por transmodulação do receptor para outra citocina 
e por sinergismo ou antagonismo de duas citocinas que 
atuam na mesma célula (Figura 9.7). Em vista do número 
de combinações possíveis e da descoberta quase anual de 
novas citocinas, os mecanismos pelos quais as células-alvo 
integram e interpretam os complexos padrões de estímulos 
induzidos por esses vários fatores solúveis estão apenas len- 
tamente se revelando. 
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Cascata 


Transmodulação do receptor 


Figura 9.7 Rede de interações das 
citocinas. (a) Cascata: neste exemplo, 


Aumento da expressão 
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TNF induz a secreção de IL-1 ea 


Receptor de IL-2 t 


TNFuy 


Macrófago 


própria secreção (autócrina) no 
macrófago. (Observe que todos os 
diagramas da figura são simplificados, 
já que os efeitos sobre o núcleo são 
causados por mensageiros resultantes 
da combinação da citocina com seu 
receptor de superfície.) (b) 
Transmodulação do receptor mostrando 
aumento da expressão de cada cadeia 


Receptor de IL-2 y 


Célula T 


Sinergismo 


Antagonismo 


formadora do receptor de IL-2 de alta 
afinidade em uma célula T ativada por 


MHC classe II t U 


Célula B pancreatica 


silencioso 
Gil Ge 
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Lc 


citocinas individuais e diminuição da 
expressão por TGFB. (c) Ação sinérgica 
de TNF e IFNy no aumento da 
expressão de moléculas de superfície 
do MHC classe Il em células 
pancreáticas secretoras de insulina 
cultivadas. (d) Antagonismo de IL-4 e 
IFNy na transcrição de mRNA silencioso 


Transcrito de RNA 


Célula B 


As células T ativadas proliferam em 
resposta às citocinas 


No que tange às células T, a IL-2 é crucial para a proliferação 
clonal após ativação (Figura 9.8). Essa citocina é um peptídio 
com peso molecular de 15,5 kDa que age apenas em células 
que expressam receptores de IL-2 de alta afinidade (Figura 9.4). 
Esses receptores não estão presentes nas células T em repouso, 
mas são sintetizados poucas horas após a ativação. As células 
T ativadas dividem-se rapidamente durante 4 a 5 dias, divisão 
esta dependente de IL-2, e diferenciam-se em vários subgru- 
pos efetores, como discutiremos adiante. 

A separação de uma população de células T ativadas em 
grupos com receptores de IL-2 de alta e baixa afinidade 
mostrou claramente a exigência de uma quantidade adequada 
de receptores de alta afinidade para a ação mitogênica de IL-2. 
A quantidade desses receptores na célula aumenta sob a ação 
de antígeno e IL-2, e à medida que o antígeno é eliminado 
diminui a quantidade de receptores e também a resposta à 
IL-2. Deve-se notar que, embora IL-2 seja um fator de cres- 
cimento de células T inespecifico do ponto de vista imuno- 
lógico, só funciona apropriadamente em respostas específicas 
porque células T não estimuladas não expressam receptores 
de IL-2 de alta afinidade. 

Como veremos, as células T ativadas também produzem 
uma enorme variedade de outras citocinas, e o efeito prolife- 
rativo da IL-2 é reforçado pela ação da IL-4 e, em parte, da 
IL-6, que reagem com os receptores correspondentes nas 
células T em divisão. 


(“estéril”) relacionado com a mudança 
do isótipo (veja a Figura 9.24). 


Os diferentes subgrupos de células T 
podem produzir diferentes padrões 
de citocinas 


Já tivemos contato com a ideia de que é possível gerar dife- 
rentes tipos de células T. Além dos principais subgrupos de 
células T com restrição por CD4 e CD8, é possível detec- 
tar outra subfuncionalização das células T com base nos 
padrões de citocinas expressas por essas células. Como 
mencionamos, o padrão específico de citocinas secretadas por 
uma célula T ativada é influenciado pela natureza das citoci- 
nas a que é exposta após o encontro inicial com o antígeno 
apresentado por uma célula dendrítica madura nos órgãos 
linfoides secundários. Na mesma ordem de ideias, o padrão 
de citocinas expressas por células dendríticas é determinado 
pela natureza dos padrões moleculares associados ao patógeno 
(PAMP) que desencadearam a maturação dessas células, bem 
como pelas citocinas predominantes durante o encontro 
inicial com o agente infeccioso. Retornando à célula T, a 
polarização (i. e., diferenciação adicional em determinado 
subgrupo Th) dessas células pode ser reforçada por sinais de 
citocinas encontrados no trajeto da célula T sensibilizada 
(primed) até o local da infecção. Desse modo, as respostas de 
células T podem ser adaptadas à natureza do patógeno que 
primeiramente induziu a ativação do sistema imune. No 
entanto, antes de explicar com mais detalhes a polarização das 
células T, alertamos o leitor a não pensar nesse processo 
como um limitador rigoroso, mas como uma sucessão de 
respostas que podem exibir padrões bastante distintos em 
pontos específicos da sequência. 
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Figura 9.8 Blastos T ativados que 
expressam receptores de superficie 
para IL-2 proliferam em resposta a 
IL-2. Produzida por eles mesmos ou por 


outro subgrupo de células T. A expansão 
é controlada por diminuição da 
expressão do receptor de IL-2 pela 
própria IL-2. A população expandida 
secreta uma grande variedade de 
citocinas biologicamente ativas, e a IL-4, 
uma delas, também estimula a 
proliferação de células T. 
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Polarização das células Th 


Os clones de células T auxiliares são divididos em três sub- 
grupos principais, Th1, Th2 e Th17, e cada um deles tem um 
perfil diferente de secreção de citocinas (Figura 9.9), que, por 
sua vez, influencia a variedade de funções efetoras realizadas 
por cada subgrupo. Também foi identificado um subgrupo 
de células T CD4-positivas que exerce controle sobre os 
demais subgrupos de células T inibindo sua função efetora; 


Figura 9.9 As células T podem ser 
polarizadas em subgrupos distintos 
que secretam diferentes combinações 
de citocinas. As células T virgens 
(naive) podem ser ativadas e 
polarizadas em subgrupos Th distintos. 
As citocinas produzidas por células 
dendriticas ou outras células do sistema 
imune, que constituem o sinal 3, 
determinam a diferenciação da célula T, 
como mostra a figura. 


essas células são chamadas células T reguladoras ou Treg. 
Vamos analisar algumas propriedades que esses perfis de cito- 
cinas conferem aos subgrupos de células T. 


As células Th1 coordenam as respostas a 
patógenos intracelulares 


As células Th1 secretam perfis de citocinas voltados para a 
coordenação de respostas contra infecções bacterianas e 
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virais intracelulares (Figura 9.9). Os principais mecanismos 
são a ativação de macrófagos e o auxílio à expansão de linfócitos 
T citotóxicos (Tc). Como produzem grande quantidade de 
IFNy, as células Th1 são aptas para ativar macrófagos, o que é 
importante principalmente quando os macrófagos são infecta- 
dos por bactérias intracelulares que são antagonistas ativas da 
função do macrófago. Quando uma célula efetora polarizada 
em Th1 chega ao local de infecção, pode ser reestimulada por 
macrófagos locais infectados por bactérias intracelulares ou por 
fragmentos de bactérias interiorizados. A apresentação de antí- 
geno específico via moléculas do MHC classe II no macrófago 
leva à secreção dirigida de IFNy pela célula Th1 para o macró- 
fago (Figura 9.10). No entanto, na ausência de outros sinais, 
os macrófagos não são muito sensíveis à IFNy. Esse problema 
também é resolvido pela célula Th1 na forma de CD40L, que 
ocupa CD40 no macrófago e aumenta muito sua sensibilidade 
ao IFNy. As células Th1 também estimulam as funções micro- 
bicidas do macrófago contra bactérias extracelulares englobadas 
por fagocitose (Figura 9.10). O Capítulo 1 mostrou que a 
propriedade microbicida dos macrófagos aumenta muito após 
ativação, e tanto o IFNy quanto o TNFa são bons recursos 
para se alcançar isso. Os macrófagos estimulados por IFNy 
também produzem IL-12, o que reforça o fenótipo Th1. 

As células Thl também secretam altos níveis de IL-2 
(Figura 9.9), que é capaz de apoiar a expansão de células T 
citotóxicas CD8-positivas, destruidoras profissionais de 
células infectadas por virus. Explicaremos o mecanismo de 
destruição mais à frente neste capítulo. Isso ocorre quando 
células T ativadas migraram para um local de infecção e uma 
célula Th1 acopla-se a um macrófago ou a uma célula den- 
drítica infectados (via interações MHC classe II/peptidio- 
TCR) simultaneamente com um CTL, que está acoplado à 
APC via interações MHC classe I/peptídio-TCR. Assim são 
criadas as circunstâncias em que pode ser induzida a expansão 
clonal de um CTL para aumentar sua quantidade em razão 
da IL-2 produzida pela célula Th1. Adiante, neste capítulo, 
veremos que uma célula Thl também pode “autorizar” uma 
célula dendrítica a estimular uma célula Tc depois que a célula 
Thl já tiver partido. 

Outras citocinas secretadas por células Thl, como IL-3 e 
GM-CSF, têm efeitos mais distantes em precursores da 
medula óssea e induzem a produção de neutrófilos e macró- 
fagos para aumentar a quantidade dessas células, de acordo 
com a necessidade, durante uma infecção. 


As células Th2 coordenam as respostas a 
patógenos extracelulares 


Em vista da capacidade de gerar IL-4, IL-5 e IL-13 (Figura 9.9), 
todas as quais fomentam a proliferação de células B, a permuta 
de classe e a diferenciação em efetores (Figura 9.11), as células 
Th2 são excelentes auxiliares das células B e parecem adaptadas 
à defesa contra parasitos e outros patógenos extracelulares 
vulneráveis à IgE produzida por troca de classe em resposta à 
IL-4, eosinofilia induzida por IL-5 e proliferação de mastócitos 
estimulada por IL-3/4. A exemplo das células Th1, as células 


Macréfago 


Ativação da função 
microbicida mediada 
por macrófagos 


Macrófago 


TNF, 
IL-12 


Destruição de bactérias intracelulares 


Figura 9.10 As células Th1 ativam a atividade microbicida 
dos macrófagos. O IFNy derivado das células Thi é importante 
para a ativação de macrófagos e estimula a atividade 
microbicida dessas células para destruir bactérias fagocitadas. 
O IFNy também induz a secreção de IL-12 e TNF por 
macrófagos, como mostra a figura. 


Th2 também produzem IL-3 e GM-CSF para induzir a pro- 
dução de neutrófilos e macrófagos a partir de precursores da 
medula óssea. A IL-5 também atua a distância e é muito 
importante para a produção de eosinófilos (Figura 9.1), que, 
como discutimos no Capítulo 1, são particularmente bem 
adaptados ao combate de grandes parasitos extracelulares como 
vermes. Em vista de seu tamanho, esses agentes infecciosos não 
são fagocitados imediatamente por macrófagos ou neutrófilos. 
Para lidar com esse problema, os eosinófilos são dotados de 
grânulos especializados contendo diversas moléculas citotóxicas 
liberadas na superfície do parasito após ocupação dos receptores 
C3b do complemento no eosinófilo com parasitos opsonizados 
por C3b. 


As células Th17 promovem respostas 
inflamatórias agudas e recrutam neutrófilos 


Um acréscimo relativamente recente ao grupo das células T 
auxiliares, as células Th17 estão recebendo atenção conside- 
rável por sua propensão a participar em reações autoimunes 
quando as ações dessas células fogem ao controle. As células 
Th17 são células produtoras de IL-17A que também secretam 
IL-17E, IL-21 e IL-22 (Figura 9.9). Essas células parecem 
especializadas em produzir respostas inflamatórias de vulto 
contra infecções bacterianas e fúngicas extracelulares, 
sobretudo na interface das mucosas. Aparentemente, o meca- 
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Figura 9.11 Resposta das células 
B a antigenos timo-dependentes 
(TD): expansão clonal e 
maturação de células B ativadas 
sob a influência de fatores 
solúveis derivados de células T. A 
coestimulação por meio da 
interação de CD40L-CD40 é 
essencial para respostas imunes 
primárias e secundárias a antígenos 


TD e para a formação de centros 
germinativos e de memória. A 
expressão de c-myc, máxima 2 h 
após estimulação por antígeno ou 
anti-u, é paralela à sensibilidade a 
fatores de crescimento; a 
transfecção por c-myc substitui 
anti-u. 
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nismo é a produção de IL-17A, IL-17F e IL-22, que têm 
efeitos amplos sobre muitos tipos celulares não imunes, como 
as células endoteliais e epiteliais, e levam à produção de cito- 
cinas proinflamatórias e quimiocinas por essas células para 
promover o recrutamento de neutrófilos para o local de infla- 
mação. Essas citocinas também induzem a secreção de pepti- 
dios antimicrobianos, por queratinócitos, por exemplo, o que 
fortalece sua ação de barreira contra infecção. 


Regulação cruzada de subgrupos Th1, Th2 
e Th17 


As citocinas específicas secretadas por células Thl, Th2 e 
Th17 não apenas possibilitam a indução de funções biológicas 
distintas, mas também ajudam a reforçar o mesmo padrão de 
produção de citocinas, além de inibirem a polarização para o 
outro subgrupo de células Th, uma característica às vezes 
explorada para o benefício de alguns patógenos. A capacidade 
do IFNy, a citocina característica de Th1, de inibir a prolife- 
ração de clones de Th2, e de IL-4 e IL-10 derivadas de Th2 de 
bloquear tanto a proliferação quanto a liberação de citocinas 
por células Thl, parece não deixar margem para dúvidas 
(Figura 9.12). Do mesmo modo, o desenvolvimento do fenó- 
tipo Thl ou Th2 parece ser antagonista ao desenvolvimento 
de células Th17. 

Estudos sobre a infecção de camundongos pelo protozoá- 
rio patogênico Leishmania major mostrou que a injeção intra- 
venosa ou intraperitoneal de promastigotas mortos proporciona 


proteção contra o estímulo com parasitos vivos associada à alta 
expressão de mRNA de IFNy e baixos níveis de mRNA de 
IL-4; houve constatação inversa de baixa expressão de IFNy e 
alta expressão de IL-4 após a imunização subcutânea, que não 
garantiu proteção. Além disso, camundongos não vacinados 
infectados por organismos vivos poderiam ser salvos pela 
injeção de IFNy e anti-IL-4. Esses resultados são compatíveis 
com a expansão preferencial de uma população de células 
Thl secretoras de IFNy por imunização intraperitoneal ou 
intravenosa, e de células Th2 não protetoras produtoras de 
IL-4 em animais injetados SC. 


Estabilidade versus plasticidade 
de subgrupos Th 


A classificação original de Mosmann-Coffman em subgrupos 
Th1 e Th2 foi baseada em dados obtidos com clones mantidos 
em cultura por longos períodos e poderia ter sido decorrente 
de artefatos de condições in vitro. O uso de anticorpos mono- 
clonais citocina-específicos para coloração fluorescente intra- 
celular, e de ensaios ELISPOT (veja a p. 185) para detecção 
das moléculas secretadas, mostrou que os fenótipos Th1 e Th2 
também são visíveis em células de amostras frescas e, por- 
tanto, existem in vivo. Todavia, talvez seja melhor não se 
restringir tanto ao paradigma de Th1/Th2/Th17, mas sim ver 
as células T ativadas como potenciais produtoras de toda uma 
gama de perfis de citocinas (Th0, Figura 9.12), com possível 
tendenciosidade das respostas a determinados padrões depen- 
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Figura 9.12 Geração de subgrupos CD4 Th1 e Th2. Após 
estimulação inicial das células T, surgem várias células 
produtoras de uma gama de padrões de citocinas. Dependendo 
da natureza do patógeno e da resposta das células do sistema 
imune inato durante as fases iniciais da infecção, a população 
de células T auxiliares produzida pode ser influenciada em 
direção a dois extremos. Os produtos patogênicos promotores 
de Th1 (como LPS) ocupam receptores Toll-like (TLR) em 
células dendríticas ou macrófagos e induzem a secreção de 
citocinas polarizadoras de Th1, como IL-12 e IL-27. Estas últimas 
citocinas promovem o desenvolvimento de células Thi que 
produzem as citocinas características da imunidade celular. IL-4, 
possivelmente produzida por interação de microrganismos com 
o receptor NK1.1* semelhante à lectina em células NKT ou por 
interação dos produtos patogênicos promotores de Th2 com 
TLR em células dendríticas, desvia o desenvolvimento para a 
produção de células Th2 cujas citocinas auxiliam o progresso 
das células B para a secreção de anticorpos e a garantia de 
imunidade humoral. As citocinas produzidas por subpopulações 
polarizadas Th1 e Th2 são mutuamente inibitórias. LT, linfotoxina 
(TNFB), ThO, célula auxiliar inicial que produz várias citocinas; 
as outras abreviaturas são iguais às usadas na Tabela 9.1. 


dendo da natureza do estímulo antigênico. Assim, também 
pode haver outros subgrupos, em especial as células Th3/Tr1 
(T reguladoras 1) produtoras de fator transformador de cres- 
cimento B (TGFB) e IL-10, que são de interesse porque essas 
citocinas medeiam efeitos imunossupressores e podem parti- 
cipar da indução de tolerância induzida na mucosa (veja a 
p- 526). Outro subgrupo que também está emergindo na 
literatura científica é uma classe de células Th apelidada de 
células T auxiliares foliculares (Tfh) e aparentemente 
importante na orientação do desenvolvimento de células B, 
na permuta de classe e na sobrevivência nos centros germina- 
tivos. As células Tfh produzem altos níveis de IL-21 e migram 
para as regiões foliculares após ativação para formar contatos 
estáveis com células B primed (sensibilizadas) por antígeno. 
É muito provável que sejam identificados outros subgrupos 
de células T nos próximos anos, e as evidências atuais sugerem 
que em vez de cada subgrupo representar “linhagens” de células 
T altamente comprometidas e distintas, parece que há consi- 
derável plasticidade na gama de citocinas que células T diferen- 


ciadas podem secretar. Além disso, também se nota que pode 
haver reprogramação de células T efetoras, com a conversão 
de subgrupos de células T diferenciadas de um tipo em outro. 


As células do sistema imune inato 
moldam a resposta de Th1/Th2/Th17 


Já introduzimos o conceito de que o meio de citocinas pro- 
duzido por células do sistema imune inato nos estágios ini- 
ciais da infecção influencia muito a resposta imune adaptativa 
(Figuras 9.2 e 9.12). Nos estágios iniciais de uma infecção, as 
respostas imunes inatas assumem o controle, pois os linfócitos 
T necessitam de sensibilização (priming) pelas células dendrí- 
ticas para iniciar a expansão clonal e a maturação em efetores. 
Depois da migração de células T antigeno-especificas para os 
linfonodos, onde entram em contato com células dendríticas 
maduras que se encontraram recentemente com patógenos 
microbianos, os produtos patogênicos encontrados pelas 
células dendríticas terão causado sua polarização em favor da 
secreção de determinadas citocinas, como exposto anterior- 
mente (Figura 9.9). A polarização das células T para Th1, Th2 
ou outro destino é obtida pelo sinal 3, e a natureza desse sinal 
é fortemente influenciada pelas condições de sensibilização 


(priming) da APC (Figura 9.12). 


Polarização para Th1 


IL-12 e seus congêneres descobertos há relativamente pouco 
tempo, IL-23 e IL-27, são decisivos na polarização em favor 
de um fenótipo Th1 (Figura 9.12). A invasão de células fago- 
citárias por patógenos intracelulares induz a secreção abun- 
dante de IL-12, que por sua vez estimula a produção de IFNy 
por células NK. A ocupação de muitos dos receptores Toll-like 
(TLR) conhecidos nas células dendríticas por produtos 
microbianos (como LPS, dsRNA e DNA bacteriano) desen- 
cadeia a maturação de células dendríticas e induz a produção 
de IL-12, assim favorecendo as respostas de Th1. A sensibili- 
zação (priming) bacteriana também induz a expressão do 
receptor CD40 em células dendríticas e induz reatividade a 
CD4OL, expresso por células T ativadas, para síntese ideal de 
IL-12. A IL-12 também é muito eficaz na indução da produ- 
ção de IFNy por células T ativadas, e a secreção de IFNy pela 
célula T aumenta ainda mais a produção e a secreção de 
IL-12 por células dendríticas; isso atua como um circuito 
clássico de feedback positivo para estimular a produção de 
IL-12 e desvia ainda mais a resposta em direção a Th1. 


Polarização para Th2 


A IL-4 é essencial para a produção de um fenótipo celular Th2. 
Enquanto IL-12 e IFNy promovem uma resposta Th1, também 
inibem respostas Th2 (Figura 9.12). Entretanto, os efeitos de 
IL-4 parecem ser dominantes com relação à IL-12 e, portanto, 
as quantidades de IL-4 com relação à quantidade de IL-12 
e IFNy são importantissimas para determinar a diferencia- 


ção de células ThO (i. e., não polarizadas) em Thl ou Th2. 


A IL-4 diminui a expressão da subunidade B, de IL-12R neces- 
sária para a reatividade à IL-12, polarizando ainda mais a 
dominância de Th2. Ainda não está claro se sinais do sistema 
imune inato estimulam células T na direção de uma resposta 
Th2 ou se há uma via de diferenciação predeterminada para 
células T suprimidas por sinais polarizadores para Thl, como 
IL-12 ou IFNy. Uma população de células especiais, as células 
NKT que têm o marcador NK1.1*, libera rapidamente um 
padrão de citocinas com predomínio de IL-4 quando estimu- 
ladas. Essas células têm muitas características incomuns. Podem 
ser CD48" ou CD4*8” e expressar baixos níveis de receptores 
af da célula T com uma cadeia a invariável e uma cadeia B 
muito restrita, e muitos desses receptores reconhecem a molé- 
cula CD1 semelhante ao MHC não clássica. A morfologia e o 
conteúdo granular são intermediários entre os das células T e 
das células NK. Embora elas expressem TCR af, há uma 
tendência a classificá-las no limite do sistema imune “inato”, 
levando em conta suas características primitivas e a presença de 
receptor NK1.1 semelhante à lectina que pode participar do 
reconhecimento de carboidratos microbianos. 


Polarização para Th17 


Embora ainda se discuta qual é o coquetel exato que desenca- 
deia a produção de células Th17, é evidente a grande influência 
inicial da citocina proinflamatória IL-6. A seguir, isso é refor- 
çado por IL-23, que parece ser importante para a expansão e a 
estabilização dessas células (Figura 9.9). As células T' virgens 
(naive) não expressam receptores de IL-23, mas aumentam sua 
expressão após a ativação produtiva, que também é estimulada 
por IL-6. Assim, o papel de IL-23 na diferenciação em células 
Th17 é de reforço, não de iniciação. Também há evidências de 
que TGF associado a IL-6 influencia a geração de células 
Th17, enquanto TGFf isolado polariza as células T em direção 
a Treg, como explicaremos adiante. No entanto, TGFB não 
parece ter papel significativo na produção de células Th17 e, 
em vez disso, parece suprimir o desenvolvimento dos fenótipos 
Th1 ou Th2, que são antagonistas ao destino Th17. 


Outras ideias sobre a polarização Th 


Ainda que haja alguns dados indicativos da existência de sub- 
populações de células dendríticas especializadas na estimulação 
de populações Th1 ou Th2, parece que as células dendríticas 
são relativamente plásticas e podem adotar um fenótipo de 
polarização para Thl, Th2 ou Th17 dependendo dos sinais 
de priming encontrados a partir de micróbios e tecidos. No 
entanto, a discussão anterior deve tornar óbvio que as citoci- 
nas produzidas na vizinhança imediata da célula T são 


importantes. 


Policiamento do sistema imune 
adaptativo 


Além dos subgrupos de células T efetoras já comentados, há 
muitas evidências de que as células T podem se diferenciar 
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em células supressoras ou reguladoras das respostas imunes 
(Figura 9.9). Isso significa que essas células parecem policiar 
as ações das outras classes de células T, intervindo para repri- 
mir as respostas imunes quando isso parecer necessário. Essas 
células são denominadas células T reguladoras, ou Treg, e 
parecem ser divididas em duas classes diferentes, Treg naturais 
e induzíveis. Essas células participam da supressão de respostas 
a antígenos próprios, bem como de respostas impróprias ou 
indesejáveis a antígenos estranhos (como as bactérias comen- 
sais ou alimentos no trato gastrintestinal); na verdade, agora 
se acredita que as Treg controlam quase todas as respostas 
imunes adaptativas. Primeiramente vamos analisar as células 
Treg naturais, pois esse tipo parece ser o mais abundante. 


Células Treg naturais 


As células Treg naturais ou tímicas são uma população de 
células T Foxp3'CD25*CD4* capazes de suprimir respostas 
imunes de células T autorreativas por mecanismos ainda não 
totalmente compreendidos, mas que parecem contar com a 
participação de várias estratégias distintas e talvez superpos- 
tas (veja adiante). A opinião atual é de que essas células T 
reativas a antígenos próprios desenvolvam-se no timo e 
sejam liberadas como células funcionalmente maduras que 
podem agir como supressores dominantes da ativação de 
outras células T autorreativas que escapam da seleção nega- 
tiva no timo, talvez por competição por antígenos próprios 
apresentados por APC ou por sinais de Treg para a APC 
mediados por CTLA4. 

As Treg naturais constituem 5% a 10% das células T 
CD4-positivas e seu desenvolvimento depende muito da 
indução de Foxp3, um fator de transcrição capaz de reprimir 
a transcrição de citocinas do tipo Th1, Th2 e Th17. As muta- 
ções com perda de função no gene FOXP3 acarretam várias 
anormalidades inflamatórias e autoimunes caracterizadas pela 
superprodução de citocinas tipo Th1 e Th2, que acaba por 
ser fatal. As células Treg parecem ser essenciais para a supres- 
são continua de células T autorreativas, pois sua depleção leva 
ao surgimento espontâneo de doenças autoimunes em 
camundongos normais sob os demais aspectos. Em seres 
humanos, o distúrbio equivalente resultante de mutações no 
gene que codifica Foxp3 é conhecido como desregulação 
imune, poliendocrinopatia, enteropatia ligada ao X (IPEX). 
A doença autoimune também pode ser provocada por trans- 
ferência adotiva de esplenócitos com depleção de Treg de 
camundongos adultos normais para receptores singênicos sem 
células T. A estimulação in vitro de células com depleção de 
Treg Foxp3* do sangue periférico de indivíduos saudáveis 
mostrou que muitas vezes há células T reativas a vários antí- 
genos próprios, mas a proliferação dessas células T autor- 
reativas pode ser suprimida de imediato pelo reacréscimo 
de Treg. Essas experiências argumentam que provavelmente 
todos os indivíduos têm células T autorreativas, não anérgi- 
cas. Assim, é mais provável que as células Treg existam para 
neutralizar as ações dessas células e para evitar a ocorrência 
de autoimunidade espontânea. 
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A IL-2 também é crucial para a manutenção de Treg 
naturais, pois essas células T são incapazes de produzir sua 
própria IL-2, ao contrário das células T ativadas, e dependem 
totalmente da IL-2 parácrina para sobreviver. Desse modo, 
há drástica redução do número dessas células em camundon- 
gos knockout para IL-2 e IL-2R, cuja consequência é a ocor- 
rência de linfoproliferação seguida por autoimunidade letal 
nesses camundongos. A fonte de IL-2 para manutenção de 
Treg não é conhecida, mas poderia ser oriunda de células T 
autorreativas ou ativadas por antígeno que estejam intera- 
gindo com a mesma célula dendrítica que a Treg. 


Células Treg induzíveis 


Ao contrário das Treg naturais, as Treg induzíveis (ou adap- 
tativas) (iTreg) são geradas a partir de células T virgens (naive) 
na periferia após o encontro com o antígeno apresentado por 
células dendríticas. Essas células T reguladoras são um grupo 
diverso, embora ainda não esteja claro se essas populações de 
células Treg induzíveis são realmente distintas. 

As células Th3 representam um subgrupo de iTreg que 
foram encontradas na mucosa e secretam IL-4, IL-10 e TGFB. 
Essas células parecem importantes para a tolerância oral e as 
células Th3 geralmente podem intervir para manter a tolerân- 
cia aos microrganismos comensais benéficos que habitam o 
trato intestinal. 

As células Trl foram descritas após ativação de células T 
na presença de altas concentrações de IL-10 in vitro. As 
células Tr1 secretam TGFB e podem ser induzidas por células 
dendríticas imaturas que apresentam o antígeno na ausência 
de ligantes coestimuladores apropriados. 

As células Treg induzíveis Foxp3* foram descritas em 
casos de ativação de TCR na presença de TGFB e IL-2. A 
diferenciação de células iTreg Foxp3 também parece ser favo- 
recida em determinados tecidos; e os tecidos linfoides asso- 
ciados ao intestino (GALT, do inglês, gut-associated lymphoid 
tissues) são particularmente sensíveis à geração dessas células. 


As células Treg atuam por vários mecanismos 


Há relato de que as células Treg exercem seus efeitos supressores 
por diferentes mecanismos (Figura 9.13). Algumas células Treg 
parecem reprimir as respostas de células T mediante produção 
de citocinas imunossupressoras como IL-10, TGFB ou 
IL-35. A IL-10 suprime as respostas de células T por inibição 
da produção de IL-2, IL-5 e TNFR e também por inibição do 
aumento da expressão de MHC classe II e de ligantes coesti- 
muladores B7 em células dendríticas e macrófagos. A conse- 
quência deste último efeito é o antagonismo da apresentação 
eficaz do antígeno e da coestimulação de células T. TGFB 
também bloqueia a produção de citocinas por células T, assim 
como a citotoxicidade e a proliferação. 

Também há relato de destruição de APC ou células T 
efetoras mediada por Treg. Nessa situação, o reconhecimento 
de antígeno específico por uma célula Treg precipita uma 
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Figura 9.13 Mecanismos alternativos de supressão mediada 
por Treg. As células T reguladoras (Treg) podem exercer suas 
funções reguladoras sobre as células T mediante secreção de 
citocinas imunossupressoras e enzimas citotóxicas ou por 
efeitos dependentes de contato entre a célula e CTLA-4. Esses 
efeitos podem influenciar as células T reguladas ou células 
dendríticas ou outras células apresentadoras de antígeno (APC) 
que apresentam o antígeno a células T virgens (naive). Veja 
outros detalhes no texto. 


reação de destruição de célula T citotóxica na qual a Treg 
induz apoptose na APC que apresenta o antígeno à Treg ou 
em uma célula T próxima que esteja se comunicando com a 
mesma APC. A destruição nesse caso depende da expressão 
de granzima B e perforina pela Treg. Adiante, neste capítulo, 
exploraremos o mecanismo detalhado da destruição mediada 
por granzima B/perforina (veja a p. 254). 

A competição por IL-2 com células T ativadas também 
foi implicada como mecanismo efetor das células Treg, pois 
essas células podem usar, mas não produzir a própria IL-2. A 
estratégia parece ser a de que a célula Treg compete pela 
IL-2 produzida por células efetoras próximas, assim redu- 
zindo a expansão de células T ativadas que dependem muito 
dessa citocina para proliferação clonal (Figura 9.8). 

Por fim, é muito importante lembrar que CTL-4, o recep- 
tor alternativo para os ligantes coestimuladores B7, sempre 
foi considerado importante para as funções de Treg. As células 
Treg que têm CTLA-4 de superficie inibem a ativação de 
células T por diversos mecanismos. Um deles é a simples 
competição com as células T por ligantes B7 nas APC, outro 
é a emissão de sinais negativos para as células dendríticas via 
CTLA-4, o que diminui a expressão de ligantes B7 (i. e., 
CD80 e CD86) nestas últimas, tornando essas células inca- 
pazes de ativar produtivamente as células T virgens (naive). 
Na verdade, observou-se que as células Treg formam agrega- 
dos ao redor das células dendríticas e suprimem o aumento 
da expressão de ligantes B7; essas células também podem 
inibir a produção de citocinas por células dendríticas. É 
importante notar que a deleção Treg-específica de CTLA-4 
leva ao desenvolvimento espontâneo de linfoproliferação sis- 
têmica e doença fatal em camundongos. 


É provável que haja operação concomitante de um ou mais 
dos mecanismos citados, dependendo da situação. No entanto, 
um mecanismo básico que pode ser comum a todas as 
células Treg parece operar via CTLA-4, sobretudo em relação 
às células Treg naturais, já que essas células expressam altos 
níveis desse receptor. Vamos analisar as evidências. O bloqueio 
de CTLA-4 por anticorpos monoclonais provoca doença autoi- 
mune órgão-específica e doença intestinal inflamatória em 
animais saudáveis sob os demais aspectos. Foxp3, juntamente 
com outros fatores de transcrição, aumenta a expressão de 
CTLA-4 via efeitos dependentes de promotores. Os camun- 
dongos sem CTLA-4, especificamente em Treg naturais, 
sucumbem a várias doenças autoimunes de modo semelhante 
ao que ocorre em camundongos com deficiência de FOXP3. 

Qualquer que seja o mecanismo de ação preciso, todos 
concordam que as células Treg são importantíssimas no poli- 
ciamento das atividades de células T potencialmente autor- 
reativas e também na limitação de respostas excessivas a 
antígenos estranhos. Assim sendo, a incapacidade de produ- 
zir respostas eficazes de Treg costuma acarretar doença 
autoimune. 


Células T efetoras CD8* na 
imunidade celular 


As células T citotóxicas (Tc) CD8* restritas ao MHC classe 
I, também denominadas linfócitos T citotóxicos (CTL), 
representam o outro braço da resposta imune celular e têm 
importância estratégica na destruição de células infectadas por 
vírus, além de contribuírem para os mecanismos de vigilância 
contra células cancerosas (veja a p. 471). Embora algumas 
células T CD4* também sejam capazes de destruição citotó- 
xica, a maior parte da destruição dos CTL é efetuada pela 
população de células T CD8*. 


A geração de células T citotóxicas 


Os precursores do CTL reconhecem o antígeno na superfície 
de células associadas a moléculas do complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC) classe I e, assim como as células 
B, geralmente necessitam de ajuda das células T. O meca- 
nismo de ajuda pode, porém, ser bem diferente do meca- 
nismo usado pelas células Th2 para estimular a proliferação 
das células B e sua diferenciação em efetores. Como já expli- 
cado (veja a p. 225), a colaboração eficaz entre células T e B 
geralmente é “cognata” porque as células colaboradoras reco- 
nhecem dois epítopos ligados fisicamente (em geral, na 
mesma molécula). Se o leitor nos permite lembrar sem com 
isso se ofender, o motivo é que os receptores de Ig na super- 
fície da célula B capturam antígeno nativo, processam-no 
internamente e apresentam-no à célula Th como um peptídio 
associado ao MHC classe II. Embora se tenha mostrado que 
os epítopos ligados no antígeno também são necessários para 
cooperação entre as células Th e os precursores das células T 
citotóxicas (Tcp), a natureza do reconhecimento das células 
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T impede que o antígeno nativo seja concentrado na Tcp por 
seu receptor para processamento subsequente, ainda que essa 
célula fosse expressar MHC II, o que não o faz em estado 
de repouso. Parece mais provável que as células T e Tcp 
liguem-se à mesma APC, por exemplo, uma célula dendrítica, 
que processou o antígeno viral e exibe peptídios virais pro- 
cessados em associação tanto com a classe II (para a célula 
Th) quanto com a classe I (para a Tcp) em sua superfície; não 
se pode excluir a possibilidade de que a APC seja a própria 
célula infectada por vírus. As citocinas da célula Th estimu- 
lada serão liberadas muito próximas da Tcp, que está partici- 
pando do sinal antígeno-MHC e será estimulada a proliferar 
e a se diferenciar em uma Tc sob a influência de IL-2 e IL-6 
(Figura 9.142). No entanto, a interação da APC com as 
células Th e a Tc pode ocorrer em momentos diferentes e, 
nesse caso, parece que a célula T auxiliar “autoriza” a célula 
dendrítica a interagir no futuro com a célula T citotóxica. O 
mecanismo é a ativação da célula dendrítica via CD40, assim 
aumentando a expressão de moléculas coestimuladoras e a 
produção de citocinas, em especial IL-12, pela célula dendrí- 
tica (Figura 9.14b). Também parece haver um mecanismo de 
ativação de Tc totalmente independente de Th. Isso foi 
demonstrado, por exemplo, em resposta a antígenos proteicos 
administrados com adjuvantes potentes, como sequências de 
DNA imunoestimuladoras (ISS), nesse caso talvez com a 
produção, induzida pelo adjuvante, de citocinas proinflama- 
tórias e moléculas coestimuladoras da superfície celular. 


O processo letal 


Como já explicado, as células T citotóxicas geralmente são do 
subgrupo CD8, e sua ligação à célula-alvo por reconheci- 
mento, mediado por TCR, do peptídio apresentado no MHC 
classe I é auxiliada por interações entre CD8, o correceptor 
para classe I, e por outras moléculas acessórias como LFA-1 
e CD2, que aumentam a afinidade da interação entre o CTL 
ea célula-alvo (veja a Figura 8.3). 

Após o reconhecimento de uma célula-alvo adequada, os 
CTL são capazes de destruir por duas vias distintas; a via Fas/ 
ligante de Fas e a via perforina/granzima, que não são 
mutuamente exclusivas, já que um CTL pode ter à disposição 
as duas opções de destruição (Figura 9.15). Ambas as vias de 
destruição culminam na ativação na célula-alvo de uma 
família de proteases citotóxicas — chamadas caspases — que 
coordenam internamente o processo de destruição celular; a 
única diferença entre as duas vias é o mecanismo de ativação 
das caspases. A comparação de células T que não tinham 
ligante Fas funcional nem perforina, com células T que só 
não tinham perforina, mostrou que essas duas vias são as 
principais responsáveis pela atividade de destruição dos CTL 
(e também das células NK) e que o TNF é responsável por 
um pequeno componente da capacidade destruição de CTL. 
Explicaremos primeiro a destruição por perforina/granzima e 
depois o mecanismo Fas-dependente. 
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Figura 9.14 Ativação de células T citotóxicas por células T 
auxiliares. A ativação das células T auxiliares CD4* (Th) pela 
célula dendrítica conta com a participação de um sinal 
coestimulador de CD40-ligante de CD40 (CD154) e o 
reconhecimento de um peptídio do MHC classe II 
apresentado pelo receptor da célula T. (a) Se Th e o linfócito 
T citotóxico (Tc) estiverem presentes no mesmo momento, a 
liberação de citocinas pelas células Th ativadas estimula a 
diferenciação do precursor de CD8* em uma Tc ativada com 
restrição ao MHC classe |. No entanto, como mostra a figura 
(b), não é necessária a interação simultânea de Th e Tc com a 
APC. Nesse caso, a célula Th “autoriza” a célula dendrítica a 
interagir no futuro com uma célula Tc. Assim, a célula Th, ao 
ocupar CD40, leva a célula dendrítica de um estado de 
repouso para um estado ativado com aumento da expressão 
de moléculas coestimuladoras como B7.1 e B7.2 (CD80 e 
CD86, respectivamente) e aumento da produção de citocina, 
sobretudo de IL-12. 
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Figura 9.15 As células T citotóxicas (Tc ou CTL) podem 
destruir células-alvo por vias dependentes de grânulos ou 
do ligante de Fas (FasL) para apoptose. As duas vias ativam 
membros da família caspase de proteases na célula-alvo e 
essas enzimas destroem o alvo por proteólise de centenas de 
substratos proteicos. As Figuras 9.17 e 9.18 apresentam mais 
detalhes sobre o mecanismo de destruição celular por cada 
uma dessas vias. 
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Os CTL contêm lisossomos modificados, equipados com 
uma série de proteínas citotóxicas, e coletivamente denomi- 
nados grânulos citotóxicos. Após ativação do CTL, os grá- 
nulos citotóxicos seguem em velocidade excepcional (até 
1,2 m/s) pelo sistema de microtúbulos até o ponto de 
contato entre o CTL e seu alvo, a sinapse imunológica 
(Figura 9.16). A distribuição direcionada dos grânulos cito- 
tóxicos para a sinapse imunológica é importante, pois garante 
a especificidade da destruição determinada por reconheci- 
mento do alvo pelo TCR e limita danos colaterais às células 
adjacentes e também à própria célula destruidora. A exemplo 
das células NK, que têm grânulos comparáveis (veja a p. 131), 
a exocitose dos grânulos citotóxicos libera no citosol da 
célulaalvo diversas proteínas citotóxicas que cooperam para 
promover sua apoptose. A videomicroscopia mostra que os 
CTL são assassinos em série. Depois do “beijo da morte”, a 
célula T pode se desligar e procurar outra vítima, com rápida 
síntese de novos grânulos. 

Os grânulos das células T citotóxicas contêm perforina, 
uma proteína formadora de poros semelhante ao componente 
C9 do complemento, e um grupo de proteases semelhantes 
à catepsina coletivamente denominadas granzimas. A perfo- 
rina facilita a entrada dos outros constituintes do grânulo na 
célula-alvo por um mecanismo que ainda é muito discutido. 
Um modo pelo qual a perforina pode liberar granzimas na 
célula-alvo é a oligomerização em um poro na membrana 
plasmática do alvo, assim possibilitando o acesso das granzi- 
mas ao citosol (Figura 9.17). Na verdade, podem se formar 
poros de até 20 nm de diâmetro nas membranas lipídicas 


Figura 9.16 Conjugação de uma célula T citotóxica (à 
esquerda) com seu alvo, aqui um mastocitoma de 
camundongo, mostrando polarização dos grânulos em direção 
ao alvo no ponto de contato. O citoesqueleto das duas células 
é revelado por coloração imunofluorescente com um anticorpo 
contra tubulina (verde) e os grânulos líticos são mostrados por 
um anticorpo contra a granzima A (vermelho). Vinte minutos 
depois da conjugação, o citoesqueleto da célula-alvo ainda 
pode estar intacto (em cima), mas logo se rompe (embaixo). 
(Fotografias gentilmente cedidas pelo Dr. Gillian Griffiths.) 


usando perforina purificada. Outro mecanismo proposto é a 
endocitose dos grânulos citotóxicos pela célula-alvo, com a 
perforina facilitando a saída de granzimas dos endossomos 
para o citosol da célula-alvo. Qualquer que seja o mecanismo 
de ação exato da perforina, está claro que essa proteína for- 
madora de poro tem papel essencial no processo de destrui- 
ção; camundongos com deficiência de perforina apresentam 
diminuição acentuada da eliminação de vários patógenos 
virais. Em seres humanos, a deficiência congênita de perforina 
causa linfo-histiocitose hemofagocítica familiar (FHL, do 
inglês, familial hemophagocytic lympho-histiocytosis) tipo 2, um 
distúrbio da imunorregulação que pode ser fatal e é caracte- 
rizado por hiperativação de células T e macrófagos que infil- 
tram os tecidos e causam danos extensos decorrentes da 
superprodução de citocinas inflamatórias. Estes últimos sin- 
tomas também indicam um papel da via da perforina/gran- 
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Figura 9.17 Destruição de células-alvo, dependente de 
grânulo citotóxico, por células T citotóxicas e células NK. 
Em resposta a um estímulo apropriado, as células Tc e NK 
liberam o conteúdo de seu grânulo citotóxico sobre a superfície 
das células-alvo. Acredita-se que haja polimerização da 
perforina, proteína do grânulo citotóxico, na membrana da 
célula-alvo, com formação de poros que possibilitam a entrada 
de outros constituintes do grânulo, entre eles várias 
serinoproteases (granzimas), na célula-alvo. Depois de entrar no 
alvo, a granzima B orquestra a apoptose por clivagem e 
ativação de BID, que é translocado para as mitocôndrias e 
desencadeia a abertura de um poro ou canal na membrana 
mitocondrial externa composto de Bax e/ou Bak; esse canal 
permite a liberação de citocromo c do espaço intermembrana 
mitocondrial para o citoplasma, onde atua como cofator para a 
formação de um complexo ativador de caspase-9 (o 
apoptossomo). O apoptossomo ativa caspases subsequentes, 
como a caspase-3 e a caspase-7, e essas últimas proteases 
coordenam a apoptose por proteólise restrita de centenas de 
substratos proteicos. A granzima B também pode processar por 
proteólise e ativar diretamente a caspase-3 e a caspase-7, o 
que garante uma via mais direta de ativação das caspases. 
Outra proteína do grânulo, a granzima A, cliva uma proteína no 
complexo SET (um complexo proteico associado ao retículo 
endoplasmático). Assim, é possível a translocação para o 
compartimento nuclear de uma nuclease (NM23-H1) que pode 
catalisar quebras do DNA monofilamentar. Os grânulos 
citotóxicos contêm outras granzimas que contribuem para a 
destruição da célula-alvo, mas ainda é preciso identificar os 
substratos dessas proteases. 
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zima na imunorregulação, como citamos na discussão do 
mecanismo de ação de Treg (Figura 9.13). 

Não se conhece bem o mecanismo pelo qual as granzimas 
contribuem para a morte da célula-alvo após a liberação no 
citoplasma celular, mas se sabe que as granzimas A e B têm 
papéis particularmente importantes nesse processo. A gran- 
zima À ativa uma nuclease por proteólise de seu inibidor e 
essa situação causa várias quebras monofilamentares do DNA 
na célula-alvo (Figura 9.17). A granzima B é capaz de proces- 
sar e ativar diretamente vários membros da família caspase 
de cisteína proteases que podem logo iniciar a apoptose por 
proteólise restrita de centenas de proteínas na célula-alvo. A 
granzima B também ativa indiretamente a caspase, por ativa- 
ção de Bid, uma proteína que ocasiona a permeabilização das 
mitocôndrias e a liberação de citocromo c mitocondrial no 
citosol; essa liberação produz um complexo ativador de 
caspase denominado “o apoptossomo” que, por sua vez, ativa 
diversas caspases subsequentes (Figura 9.17). Várias outras 
granzimas foram encontradas nos grânulos citotóxicos, mas 
ainda há investigação contínua de seu papel funcional exato 
na destruição de CTL. Coletivamente, a entrada de todo o 
espectro de granzimas nas células-alvo provoca destruição 
celular muito rápida (em cerca de 60 minutos) e é provável 
que haja participação de várias vias paralelas de apoptose 
durante esse processo. Os CLT também expressam inibidores 
da protease, como PI-9, que podem protegê-los contra os 
efeitos letais do conteúdo de seus próprios grânulos. 


Destruição dependente de Fas 


Os CTL também são dotados de um segundo mecanismo de 
destruição com a participação de Fas e seu ligante (Figura 9.15). 
Nessa situação, a ocupação do receptor Fas trimérico pelo 
ligante do Fas na membrana do CTL inicia uma via de 
sinalização na célula-alvo com recrutamento e ativação de 
caspase-8 no complexo receptor (Figura 9.18). Após ativação, 
a caspase-8 propaga ainda mais o sinal de morte por proteólise 
restrita de Bid, semelhante à via da granzima B exposta ante- 
riormente, ou processa e ativa diretamente caspases subsequen- 
tes como a caspase-3. No entanto, a incapacidade de 
camundongos knockout para perforina eliminarem os vírus de 
maneira eficaz sugere que os grânulos secretores são o principal 
recurso para destruição das células infectadas por vírus. Não se 
deve perder de vista o fato de que as células CD8 sintetizam 
outras citocinas, como TNF e IFNy, que também têm potentes 
efeitos antivirais. 


A ativação da caspase coordena internamente a 
morte da célula-alvo 


Como vimos, a via comum final da morte celular implica a 
ativação de membros da família caspase de proteases na 
célula-alvo, não importando se a destruição foi iniciada pela 
via da perforina/granzima ou pela via do receptor de Fas. As 
caspases destroem as células por proteólise restrita (i. e., corte 
das proteínas em apenas um ou dois locais) de literalmente 
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Figura 9.18 Via do Fas-ligante de Fas (FasL) de apoptose. 
Depois de encontrarem uma célula com ligante do Fas (FasL), 
as células suscetíveis sofrem apoptose por recrutamento da 
caspase-8 para a cauda citoplasmática do receptor de Fas via 
proteína adaptadora FADD. O recrutamento da caspase-8 para 
o complexo do receptor ativa essa protease, que então 
amplifica a ativação da caspase subsequente, de modo direto 
(via tipo I) ou indireto por clivagem de Bid e por provocar a 
liberação mitocondrial de citocromo c (via tipo Il) que ativa o 
“apoptossomo” Apaf-1/caspase-9. Em seguida, o apoptossomo 
ativa caspases efetoras subsequentes que destroem a célula 
(veja a Figura 1.25). 


centenas de substratos proteicos. Até hoje análises proteô- 
micas globais identificaram mais de 600 substratos das caspa- 
ses apoptóticas. Essa técnica de “morte por mil cortes” 
garante que, em caso de falha da clivagem de algumas proteí- 
nas aqui ou ali, é improvável que a célula escape das garras 
dessas enzimas destrutivas depois que são acionadas. Além de 
destruir a célula-alvo, as caspases também desencadeiam na 
membrana plasmática alterações que atraem a atenção de 
células fagocitárias locais para que eliminem a célula que está 
morrendo (Figura 9.19). Constataram-se várias alterações da 
membrana plasmática em células apoptóticas, sendo a mais 
notável a exteriorização da fosfatidilserina, um fosfolipídio 
normalmente limitado à lâmina interna da membrana 
plasmática. 


As células apoptóticas são rapidamente 
eliminadas por fagocitose 


A indução da apoptose, em vez de necrose, pelo CTL prova- 
velmente tem vários benefícios. As células apoptóticas, em 
virtude das alterações específicas de suas membranas plasmá- 
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Figura 9.19 As células apoptóticas são rapidamente 
reconhecidas e removidas por fagócitos. As células 
apoptóticas sofrem várias alterações da membrana (a 
exteriorização da fosfatidilserina na lâmina externa da 
membrana plasmática é um exemplo) que tornam possível aos 
fagócitos, profissionais ou não, reconhecer e englobar tais 
células antes da ruptura da membrana e da liberação do 
conteúdo intracelular. Na situação de destruição de uma célula 
infectada por vírus pela célula T citotóxica (Tc), isso também 
pode impedir a liberação de partículas virais que ocorreria se a 
morte celular ocorresse por necrose (i. e., ruptura da célula). 


ticas mencionadas na seção anterior, são logo reconhecidas 
por macrófagos e outras células fagocitárias e são fagocitadas 
antes que haja saída de seu conteúdo intracelular. Essas alte- 
rações da membrana promovem o reconhecimento seletivo e 
o rápido englobamento das células apoptóticas por macrófa- 
gos teciduais e também por células fagocitárias não profissio- 
nais (Figura 9.19). A rápida eliminação das células apoptóticas 
de um tecido tem o efeito desejável de minimizar danos 
colaterais às células vizinhas e também pode impedir a saída 
de partículas virais de uma célula infectada. Além disso, as 
nucleases e caspase proteases ativadas na célula-alvo durante 
apoptose tendem a degradar ácidos nucleicos virais e proteí- 
nas estruturais e também podem contribuir para garantir que 
a liberação de partículas virais infecciosas seja mínima. 


As respostas de proliferação e 
maturação de células B são mediadas 
por citocinas 


Após ativação adequada de uma célula T auxiliar nas áreas de 
células T de um linfonodo, a célula T ativada sai, guiada por 
quimiocinas, em busca de uma célula B para auxiliar. Nas 
áreas de células B do linfonodo, as células B ativadas por 
ligação cruzada da imunoglobulina de superfície com o antí- 
geno cognato apresentado nas células dendríticas foliculares 
necessitam de ajuda das células Th para ativação plena. Para 
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receber ajuda, a célula B precisa apresentar o peptídio antigê- 
nico correto a uma célula T que já foi estimulada por uma 
célula dendrítica. A ativação de células B por células Th, por 
reconhecimento pelo TCR do peptídio antigênico ligado ao 
MHC associado à interação CD40L-CD40 coestimuladora, 
aumenta a expressão do receptor de superfície para IL-4. A 
liberação local abundante dessa citocina pela célula Th esti- 
mula intensa proliferação clonal e expansão da população de 
células B ativadas. IL-2 e IL-13 também contribuem para esse 
processo (Figura 9.11). 

Sob a influência de IL-4 e IL-13, os clones expandidos 
podem se diferenciar e amadurecer, transformando-se em 
células sintetizadoras de IgE. TGFB e IL-5 estimulam a 
permuta de classe de Ig, passando a IgA. Os plasmócitos de 
IgM surgem estimulados por IL-4 mais IL-5, e os produtores 
de IgG resultam da influência combinada de IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-13 e IFNy (Figura 9.11). 

Os antígenos timo-independentes tipo 2 ativam direta- 
mente as células B (veja a p. 224), mas ainda necessitam de 
citocinas para a proliferação e a produção de Ig eficientes. 
Essas citocinas podem ser provenientes de células acessórias 
como NK e NKT, que têm receptores semelhantes à lectina. 


O que acontece no centro germinativo? 


O folículo secundário, com sua coroa ou manto de pequenos 
linfócitos circundando o centro germinativo pálido, é uma 
estrutura celular surpreendente e singular. Primeiramente, 
vamos recordar os eventos gerais descritos no Capítulo 7. O 
estímulo secundário com antígeno ou imunocomplexos induz 
aumento dos centros germinativos, formação de novos 
centros, surgimento de células B de memória e desenvolvi- 
mento de células produtoras de Ig de maior afinidade. As 
células B que entram no centro germinativo tornam-se cen- 
troblastos que se dividem com um ciclo muito curto de 6 h, 
e então se tornam os centrócitos indivisíveis na zona clara 
basal, muitos dos quais morrem por apoptose (Figura 9.20). 
À medida que amadurecem, os centrócitos sobreviventes 
diferenciam-se nos precursores dos plasmócitos imunoblas- 
tos, que secretam Ig na ausência de antígeno, ou em células 
B de memória. 

Qual é então o cenário subjacente? Após a estimulação anti- 
gênica secundária, células B sensibilizadas (primed) podem ser 
ativadas por células Th paracorticais em associação com células 
dendriticas interdigitadas ou macrófagos e migram para o centro 
germinativo. Aí elas se dividem em resposta a potentes estímulos 
de complexos nas células dendríticas foliculares (veja a p. 209) e 
de citocinas liberadas por células T em resposta às células B 
apresentadoras de antígeno. Durante esse acesso particularmente 
frenético de divisão celular, há hipermutação somática de genes 
de Ig da célula B. As células também sofrem permuta de classe 
de Ig. Em seguida, quando se transformam em centrócitos, 
tornam-se vulneráveis e morrem logo, sendo capturadas como 
“corpos tingiveis” por macrófagos, a menos que sejam resgata- 
das por associação com o antígeno em uma célula dendrítica 
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folicular. Essa associação pode resultar da ligação cruzada de 
receptores de Ig de superfície e é acompanhada de expressão de 
Bcl-x e Bcl-2 que protege contra apoptose. As interações entre 
BAFF (do inglês, B-cell-activating factor of the tumor necrosis 


factor family, fator ativador de células B da família de fator de 
necrose tumoral; também chamado BLyS) na célula T auxiliar e 
TACI (do inglês, transmembrane activator and calcium modu- 
lator and cyclophilin ligand interactor, interagente de ativador 
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Figura 9.20 Os processos que ocorrem em centros germinativos linfoides. As células B do centro germinativo podem ser 
enriquecidas por sua afinidade pela aglutinina lectina do amendoim. Elas apresentam muitas mutações nos genes dos anticorpos. A 
expressão de LFA-1 e ICAM-1 nas células B e células dendríticas foliculares (FDC) no centro germinativo torna-as “aderentes”. Os 
centroblastos na base do folículo são fortemente positivos para CD77. As células Th têm o marcador CD57 incomum. Todas as 
células dendríticas foliculares expressam CD21 e CD54; as que estão na zona clara apical são fortemente positivas para CD23, 
enquanto a expressão de CD23 nas que estão na zona clara basal é baixa. Graças a seus receptores de superfície, as células 
dendríticas foliculares ligam-se a imunocomplexos contendo antígeno e C3, que, por sua vez, são muito eficazes como 
estimuladores de células B, já que a coligação dos receptores de superfície para antígeno e C3 (CR2) diminui seu limiar de 
ativação. As moléculas coestimuladoras CD40 e B7 têm papéis estratégicos. Os anticorpos contra CD40 impedem a formação de 
centros germinativos, e os anticorpos anti-CD40L podem desorganizar centros germinativos estabelecidos em 12 h. O anticorpo 
anti-B7.2, administrado no início da resposta imune, impede a formação do centro germinativo e, quando administrado no início da 


hipermutação, suprime esse processo. 


transmembrana e modulador de cálcio e ligante de ciclofilina 
[CAML)), seu receptor na célula B, também podem ser impor- 
tantes para a manutenção de células B no centro germinativo. A 
sinalização por CD40 e TACI durante a apresentação do antí- 
geno às células T também prolongaria a vida do centrócito. Em 
ambos os casos, as interações só ocorrem se o receptor de Ig 
mutante da superfície ainda se ligar ao antígeno e, à medida que 
a concentração do antígeno cai gradualmente, apenas se o recep- 
tor tiver alta afinidade. Em outras palavras, o sistema pode liberar 
anticorpos de alta afinidade por um processo darwiniano de 
mutação de alta frequência dos genes de Ig e seleção por antígeno 
das células que têm o anticorpo que se liga com maior intensi- 
dade (Figura 9.21). Esse aumento de afinidade à medida que cai 
o nível de anticorpos na fase avançada da resposta tem benefícios 
óbvios, pois uma pequena quantidade de anticorpos de alta 
afinidade faz o trabalho de uma grande quantidade de anticorpos 
de baixa afinidade (como no boxe, um lutador pequeno e bom 
geralmente é páreo para um lutador grande e medíocre). 
Agora há outra diferenciação. As células migram para os 
locais de atividade de plasmócitos (p. ex., medula do linfo- 
nodo) ou expandem o pool de células B de memória, depen- 
dendo da citocina e de outros sinais recebidos. A ocupação 
de CD40 por ligante de CD40 em uma célula T guia a célula 


B para o compartimento de memória. 


Síntese de anticorpos 


A Figura 9.22 ilustra os processos sequenciais que dão origem 
à Ig secretada. Na célula produtora de anticorpos normal há 
rápida renovação das cadeias leves presentes em pequeno 
excesso. Há perturbação do controle em muitas células de 
mieloma e pode-se observar produção excessiva de cadeias 
leves ou supressão completa da síntese de cadeias pesadas. 
As regiões variáveis e constantes são recompostas juntas no 
mRNA antes de deixar o núcleo. Os mecanismos de recompo- 
sição (splicing) diferencial também são uma explicação racional 
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para a coexpressão de IgM e IgD de superfície com regiões V 
idênticas em uma única célula e para a permuta da produção 
de receptor de IgM ligado à membrana para IgM secretora na 
célula produtora de anticorpo (veja as Figuras 4.2 e 4.3). 


A permuta de classe de imunoglobulina 
ocorre em células B individuais 


A síntese de anticorpos pertencentes às várias classes de imu- 
noglobulinas prossegue em diferentes velocidades. Em geral, 
há uma resposta de IgM inicial que tende a cair com rapidez. 
A síntese de anticorpos IgG aumenta até alcançar o auge 
durante um período maior. Ante um estímulo antigênico 
secundário, o tempo da resposta de IgM é semelhante ao 
observado após o estímulo primário. Por outro lado, a síntese 
de anticorpos IgG acelera com rapidez até um título muito 
maior, e a queda dos níveis de anticorpos séricos é relativa- 
mente lenta (Figura 9.23). É provável que o mesmo aconteça 
com a IgA, e, de certo modo, essas duas classes de imunoglo- 
bulinas são responsáveis pela principal defesa imediata contra 
a futura penetração por antígenos estranhos. 

Como vimos nos Capítulos 3 e 4, as células B individuais 
podem substituir a produção de IgM por IgG. Por exemplo, 
o estímulo antigênico de receptores irradiados que receberam 
quantidades relativamente pequenas de celulas linfoides pro- 
duziu focos esplênicos de células, cada uma delas sintetizando 
anticorpos de diferentes classes de cadeias pesadas com um só 
idiótipo; o idiótipo comum sugere que cada foco é derivado 
de uma única célula precursora cuja prole forma anticorpos 
de diferentes classes. 

A síntese de anticorpos na maioria das classes depende 
consideravelmente da cooperação das células T, já que as 
respostas em animais destituídos de células T são muito defi- 
cientes; isso ocorre com as respostas dos anticorpos IgG1, 
IgG2a, IgA, IgE e parte de IgM. Antígenos T-independentes 


como o ativador policlonal endotoxina lipopolissacarídio 


Figura 9.21 A seleção darwiniana por 
antígeno de células B com anticorpos 
mutantes de alta afinidade protege 
contra a morte celular no centro 
germinativo, seja por ligação cruzada 
da slg por antígeno nas células 
dendríticas foliculares, seja por 
reconhecimento pela célula Th de 
antígenos processados e sinalização 
por CD40. Nos dois casos, a captura de 
antígeno, sobretudo à medida que cai a 
concentração, será muito afetada pela 
afinidade do receptor de superfície. 
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Figura 9.22 Síntese de imunoglobulina. Um mRNA é traduzido no ribossomo, a sequência sinalizadora (SS) N-terminal liga-se a 
uma partícula de reconhecimento de sinal (SRP) que se acopla a um receptor na membrana externa do retículo endoplasmático 
(RE) e facilita a entrada da cadeia de Ig produzida na luz do RE. A SS associa-se a um receptor específico na membrana e é 
clivada; o restante da cadeia, à medida que se alonga, associa-se à chaperona molecular BiP (proteína de ligação da 
imunoglobulina) que se liga aos domínios C41 e V, da cadeia pesada para controlar o dobramento da proteína. As cadeias 
desmontadas oxidam-se e dissociam-se como a molécula de Ig H2L, completa. Agora, as moléculas HL; montadas podem sair do 
RE para glicosilação terminal no aparelho de Golgi e secreção final. A Ig do receptor de superfície seria inserida por suas 
sequências hidrofóbicas na membrana do retículo endoplasmático à medida que fosse sintetizada. 


(LPS) induzem a síntese de IgM e de alguma quantidade de 
IgG2b e IgG3. A imunopotencialização por adjuvante de 
Freund completo, uma emulsão de água em óleo contendo 
antígeno na fase aquosa e uma suspensão de bacilos da tuber- 
culose mortos na fase oleosa (veja a p. 376), parece ocorrer, 
ao menos em parte, por ativação de células Th que estimulam 
a produção de anticorpos em classes T-dependentes. A previ- 
são, a partir desse fato, de que a resposta a antígenos 
T-independentes (p. ex., polissacaridio pneumocócico, 
p. 224) não deve ser potencializada pelo adjuvante de Freund, 
é confirmada na prática; ademais, como mencionado, esses 
antígenos estimulam principalmente anticorpos IgM e baixa 
memória imunológica, assim como osantígenos T-dependentes 
injetados em hospedeiros com deficiência de células T sub- 
metidos à timectomia neonatal. 

Assim, ao menos em roedores, a permuta de IgM por IgG 
e outras classes parece estar principalmente sob controle das 
células T, mediado rigorosamente por CD40 e citocinas, como 
já discutimos neste capítulo (veja a p. 257). Vamos analisar 
mais uma vez a estimulação de pequenas células B positivas 
para IgM de superfície por LPS. Como observamos, o próprio 
mitógeno inespecífico estimula a síntese de IgM, IgG3 e 
alguma quantidade de IgG2b. Após o acréscimo de IL-4 ao 
sistema, há permuta de classe de IgM por IgE e produção de 
IgG1, enquanto IFNy estimula a permuta de classe de IgM por 
IgG2a e TGFB induz a permuta de IgM por IgA ou IgG2b. 
Essas citocinas induzem a formação de transcritos estéreis da 
linhagem germinativa que começam no éxon 5' I (de iniciação) 
da região de permuta para a nova classe de anticorpos e termi- 
nam no local 3’ de poliadenilação do gene Cy relevante 
(Figura 9.24). Os transcritos não são traduzidos, em vez disso 
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Figura 9.23 Síntese das classes IgM e IgG de anticorpos nas 
respostas primária e secundária a antígenos. 


permanecem associados ao molde de DNA, formando híbridos 
RNA-DNA nas regiões S do DNA que poderiam servir de 
alvos para enzimas participantes do processo de recombinação. 
Sob a influência da recombinase, determinado segmento do 
gene VDJ é transferido de uô para o novo gene de região 
constante (Figura 9.24), assim produzindo anticorpos da 
mesma especificidade, mas de classe diferente. 


As células B que trocam de classe estão 
sujeitas a altas taxas de mutação após a 
resposta inicial 

Sem dúvida, o leitor se recorda que essa ideia foi mencionada 
nos Capítulos 3 e 4 ao explicarmos a geração de diversidade e 
que o centro germinativo foi identificado como o local de 
intensa mutagênese, catalisada por citidina desaminase indu- 


Figura 9.24 A permuta de classe para 
produzir anticorpos com especificidade 
idêntica, mas diferente isótipo de 
imunoglobulina (neste exemplo de IgM para 
IgG1) é obtida por um processo de 
recombinação que emprega as sequências 
de permuta especializadas (O) e leva à perda 
da alça de DNA interposta (u, 5 e 3). Cada 
sequência de permuta tem 1 a 10 quilobases 
de comprimento e compreende repetições de 
20 a 100 pares de bases ricas em guanosina. 
Como a sequência de permuta associada a 
cada gene C, tem sequência exclusiva de 
nucleotídios, a recombinação homóloga é 
impossível e, portanto, provavelmente 
depende da união de extremidades não 
homólogas. As proteínas de reparo do DNA, 
entre elas Ku70, Ku80 e a subunidade 
catalítica da proteinoquinase dependente de 
DNA (DNA-PKcs), participam desse processo. 


zida por ativação (AID). Esta remove um grupo amino (NH,) 
da desoxicitidina no DNA, desencadeando uma reação modi- 
ficada de reparo do DNA com consequente mutação dessa 
base em qualquer um dos quatro nucleotídios. Essa reação 
ocorre em determinados pontos sensíveis em genes de Ig, 
guiada por motivos de sequência e também por modificações 
da cromatina, de modo que as mutações AID-dependentes 
ocorrem preferencialmente em regiões V. A taxa normal de 
mutação da região V é da ordem de 10*/par de base por 
divisão celular, mas aumenta para 10°/par de base por geração 
em células B em consequência da estimulação antigênica. Esse 
processo é ilustrado na Figura 9.25, que mostra a representa- 
ção gráfica do acúmulo de mutações somáticas na estrutura 
de anticorpo V/V, imunodominante durante a resposta 
imune à feniloxazolona. Com o tempo e os reforços sucessi- 
vos, a taxa de mutação aumenta drasticamente e, no contexto 
da discussão atual, está claro que as hipermutações com alvos 
estratégicos que ocorrem dentro de alças hipervariáveis 
determinantes de complementaridade ou adjacentes a elas 
(Figura 9.26) podem dar origem a células que secretam anti- 
corpos cuja afinidade de combinação é diferente da observada 
na célula-mãe original. Aleatoriamente, algumas células-filhas 
mutantes têm maior afinidade pelo antígeno, outras têm afi- 
nidade igual ou menor e outras talvez não tenham nenhuma 
afinidade (veja a Figura 9.21). Do mesmo modo, mutações 
nas regiões estruturais podem ser “silenciosas” ou, se pertur- 
barem o dobramento da proteína, dar origem a moléculas 
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inativas. A proporção de células B no centro germinativo com 
mutações “silenciosas” é alta no início da resposta imune, mas 
cai muito com o tempo, o que é pertinente e sugere que a 
diversificação inicial é seguida por expansão preferencial dos 
clones que expressam mutações que melhoram suas chances 
de reagir com o antígeno e de ser estimulados por ele. As 
células B expressando anticorpos mutantes que agora não 
reconhecem o antígeno sofrem apoptose, pois a sobrevida das 
células B durante essa fase requer estimulação antigênica con- 
tínua via receptor da célula B. 


Fatores que afetam a afinidade dos 
anticorpos na resposta imune 


O efeito da dose de antígeno 


Se tudo o mais permanecer constante, a intensidade da ligação 
de um antígeno ao receptor de superfície de uma célula B é 
determinada pela constante de afinidade da reação: 


Ag + Ac(superficie) <> AgAc 
€ os reagentes comportam-se de acordo com as leis da termo- 
dinâmica (veja a p. 121). 

Pode-se supor que, quando uma quantidade suficiente de 
moléculas de antígeno é ligada ao receptor e processada para 
apresentação às células T, o linfócito é estimulado a se transfor- 
mar em um clone produtor de anticorpos. Quando há apenas 
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Figura 9.25 Aumento das mutações somáticas no anticorpo 
da linhagem germinativa imunodominante observado em 
hibridomas isolados após imunização repetida com 
feniloxazolona. (Dados reproduzidos de Berek C. & Apel M. 
(1989) In: Melchers F. et al. (eds.) Progress in Immunology 7, 99, 
Springer-Verlag, Berlim.) 
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Figura 9.26 Visão da diversidade de sequências dos anticorpos humanos pelo “olhar de um antígeno”. A diversidade de 
sequências foi representada em uma escala que vai do azul (mais conservada) ao vermelho (mais diversa). O domínio V, está à 
direita e o domínio V, está à esquerda nas duas imagens. (a) A diversidade da linhagem germinativa antes da hipermutação 
somática é concentrada no centro do local de ligação do antígeno. (b) A hipermutação somática distribui a diversidade para regiões 
na periferia do local de ligação altamente conservadas no repertório do gene V da linhagem germinativa. Portanto, a hipermutação 
somática é complementar à diversidade da linhagem germinativa. A CDR3 de Vy, situada no centro do local de ligação ao antígeno, 
não foi incluída nessa análise e, portanto, é mostrada em cinza como uma alça. A extremidade de CDR3 de V, (também excluída) 
está no centro do local de ligação e não é visível nessa representação. (Reproduzida com a gentil permissão de Tomlinson I.M. 


et al. (1996) Journal of Molecular Biology 256, 813.) 


pequena quantidade de antígeno, só os linfócitos com recepto- 
res de alta afinidade são capazes de se ligar a antígenos suficien- 
tes para que haja estimulação, esuascélulas-filhas, evidentemente, 
também produzem anticorpos de alta afinidade. A andlise da 
equação de equilíbrio antigeno-anticorpo mostra que, à medida 


que aumenta a concentração de antígeno, até mesmo anticor- 
pos com afinidade relativamente baixa ligam-se a mais antíge- 
nos; portanto, em altas doses de antígeno, os linfócitos com 
receptores de afinidade mais baixa também são estimulados e, 
como se pode observar na Figura 9.27, são mais abundantes 


que os linfécitos com receptores de alta afinidade. Além disso, 
é grande a possibilidade de que células com afinidade maxima 
se liguem a uma quantidade tao grande de antigeno que haja 
tolerização (veja a p. 313). Em resumo, a pequena quantidade 
de antígeno produz anticorpos de alta afinidade, enquanto altas 
concentrações de antígeno dão origem a um antissoro com 


afinidade baixa a moderada. 


Maturação da afinidade 


Além de serem mais vigorosas e prósperas, as respostas secun- 
dárias tendem a ser de afinidade mais alta. Há duas razões 
prováveis principais para essa maturação de afinidade após a 
estimulação primária. A primeira delas é que depois que a 
resposta primária é iniciada e a concentração de antígeno cai 
a baixos níveis, apenas células de afinidade sucessivamente 
mais alta se ligam a antígeno suficiente para manter a proli- 
feração. A segunda é que nesse estágio está havendo mutação 
frenética das células nos centros germinativos, e qualquer 
mutante que, por acaso, tenha uma afinidade mais alta liga-se 
bem ao antígeno nas células dendríticas foliculares e é sele- 
cionado positivamente por sua expansão clonal persistente. A 
modificação da especificidade do anticorpo por mutações 
pontuais somáticas torna possível a diversificação gradual 
sobre a qual pode atuar a seleção positiva por afinidade 
durante a expansão clonal. 

Vale destacar que respostas a antígenos timo-independen- 
tes, que têm memória pouco desenvolvida com mutações 
muito raras, não apresentam esse fenômeno de maturação da 
afinidade. Em geral, a capacidade que tem a célula Th de 
facilitar respostas a antígenos não ativadores policlonais não 
poliméricos, de induzir proliferação clonal expansiva, de 
efetuar permuta de classe e, por fim, de ajustar as respostas 
para aumentar a afinidade, garantiu que tivéssemos respostas 
imunes melhores e mais flexíveis. 


Células de memória 


À medida que decresce a resposta imune, a maioria das células 
efetoras recém-expandidas é eliminada por indução de apop- 
tose em larga escala nessa população. No Capítulo 8, apresen- 
tamos os importantes papéis das interações Fas-ligante de Fas 
nesse processo e o mecanismo pelo qual células T' efetoras 
ativadas tornam-se suscetíveis a células com ligante de Fas à 
medida que envelhecem. A origem do ligante de Fas responsá- 
vel por eliminar células T recém-expandidas pode ser a própria 
célula T; desse modo, células T ativadas podem destruir-se por 
mecanismo autócrino (i. e., suicida) ou podem ser destruídas 
por células T' vizinhas com ligante de Fas por mecanismo 
parácrino (i. e., fatricida). Ainda que tanto as células T virgens 
(naive) quanto as células T' ativadas expressem o receptor de 
Fas, as primeiras são protegidas dos efeitos destruidores do 
ligante de Fas pela expressão de uma molécula (FLIP) que 
perturba a cascata de sinalização subsequente de estimulação 
do receptor que ativaria as propriedades de destruição celular 
dessa cascata. As células B também são suscetíveis à destruição 
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Figura 9.27 Relação entre a concentração de antígeno e a 
afinidade de anticorpos produzidos. Baixas concentrações de 
antígeno ([Ag].o) ligam-se a várias células de memória de alta 
afinidade e possibilitam sua estimulação, com produção de 
anticorpos de alta afinidade. Altas doses de antígeno ([Ag]n) 
são capazes de se ligar em quantidade suficiente às células de 
baixa afinidade e estimulá-las, enquanto as células de afinidade 
máxima podem se ligar a antígenos em excesso e sofrer 
tolerização (linha tracejada); o antissoro resultante terá uma 
população de anticorpos de afinidade baixa a moderada. 


dependente do ligante de Fas, sobretudo se não receberem 
estimulação CD40L-dependente de uma célula Th2 cognata. 
No entanto, uma subpopulação de células escapa do processo 
de eliminação e forma o compartimento de memória, cuja 
função é produzir uma resposta imune secundária mais rápida 
e eficiente em caso de reexposição ao antígeno. É possível que 
a população de células de memória represente uma subpopu- 
lação de células que passam ao largo do estágio de células efe- 
toras, mas esse conceito ainda é controverso. O processo de 
geração de células de memória é essencial para o conceito de 
vacinação e, em consequência disso, as células de memória 
foram objeto de intensa pesquisa. 


A geração de memória 


Não está claro se as células de memória e as células efetoras 
são derivadas do mesmo compartimento celular ou se repre- 
sentam trajetórias distintas de diferenciação dos linfócitos 
ativados. Sugeriu-se que as células de memória e efetoras 
possam ser demarcadas por divisão assimétrica das células T 
após estimulação produtiva com antígeno (Figura 9.28). 
Nesse modelo, o polo celular mais próximo da sinapse imu- 
nológica (i. e., o ponto em que a célula T e a célula dendrítica 
ou célula-alvo mantêm interações TCR-peptídio/MHC pro- 
dutivas) pode ter uma distribuição de determinantes do 
destino celular (i. e., fatores de transcrição) diferente do outro 
polo celular. A distribuição celular de determinantes do 
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destino celular pode ser controlada por proteínas do complexo 
de polaridade. A divisão subsequente da célula T ativada pode 
levar à distribuição assimétrica desses determinantes do 
destino celular entre as células-filhas, o que poderia ser res- 
ponsável pelas trajetórias de diferenciação subsequentes em 
células efetoras e células de memória (Figura 9.28). Alguns 
dados apoiam esse modelo, como a associação da proteína 
Scribble do complexo de polaridade à sinapse imunológica, 
enquanto outra proteína do complexo de polaridade, PKCL, 
foi encontrada associada ao polo celular oposto. Além disso, 
alguns estudos relataram que as células-filhas que herdam a 
sinapse imunológica têm maior nível de expressão de LFA-1 
e tornam-se células efetoras, e o outro polo celular dá origem 
a células de memória (Figura 9.28). No entanto, também há 
indícios de que as células efetoras podem se tornar células de 
memória; desse modo, a questão não é clara. 


A persistência do antígeno é necessária para a 
manutenção de memória? 


Os anticorpos codificados por genes não mutantes da linha- 
gem germinativa representam um tipo de memória evolutiva, 
já que tendem a incluir especificidades para patógenos comuns 
e são encontrados na denominada fração de “anticorpos natu- 
rais” do soro. A memória adquirida durante a resposta imune 
adaptativa requer contato com antígeno e expansão de células 
de memória antígeno-específicas, como observado, por 
exemplo, no aumento de 20 vezes da quantidade de precur- 
sores de células T citotóxicas após imunização de fêmeas com 
o antígeno H-Y masculino. 

A memória de infecções da infância como o sarampo é 
permanente, o que leva a questionar se as células de memória 
são permanentes ou se estão sujeitas à estimulação antigê- 
nica repetida por persistência do antígeno ou reinfecção 
subclínica. Em 1847, Peter Panum descreveu uma epidemia 
de sarampo ocorrida no ano anterior, nas Ilhas Faroe, em que 
quase toda a população foi infectada, exceto algumas pessoas 
idosas que haviam sido infectadas 65 anos antes. Embora esses 
dados favoreçam a hipótese da longa meia-vida, a função de 
memória de células B transferidas para um receptor singênico 
irradiado desaparece em 1 mês, a menos que seja adminis- 
trado antígeno ou que o doador seja transgênico para o gene 
bcl-2 (lembre-se que os sinais no centro germinativo que 
impedem a apoptose de células B centrocíticas também 
aumentam a expressão de bcl-2). Imagina-se que a memória 
da célula B seja um estado dinâmico no qual a sobrevivência 
das células de memória é mantida por sinais recorrentes de 
células dendríticas foliculares nos centros germinativos, o 
único repositório de antígenos a longo prazo. 

Dados obtidos em modelos camundongos são uma indi- 
cação veemente de que as células T de memória são capazes, 
ao menos teoricamente, de persistir na ausência de antí- 
geno. Células T isoladas de camundongos vários meses depois 
da imunização com vírus da coriomeningite linfocítica 
(LCMV) foram transferidas para dois grupos de camundon- 
gos geneticamente modificados que não tinham células T 
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Figura 9.28 A divisão celular assimétrica pode contribuir 
para a geração de células efetoras ou de memória. Um 
possível mecanismo para a geração de células T efetoras ou de 
memória de longa duração é a divisão assimétrica das células T 
virgens (naive) ativadas por distribuição desigual de 
determinantes do destino celular, designados aqui como “X” e 
“Y” para fins ilustrativos, que podem influenciar o destino da 
célula. Os determinantes do destino celular poderiam ser fatores 
de transcrição que remetem as células para vias de 
diferenciação distintas e podem ser segregados desigualmente 
nas células em virtude da fixação a diferentes proteínas do 
complexo de polaridade que restringem sua livre difusão. No 
diagrama acima, o determinante do destino celular “X” é fixado 
perto da sinapse imunológica e especifica o destino de célula 
efetora quando ocorre a divisão celular subsequente. Já o 
determinante do destino celular “Y” está fixado ao polo oposto 
e produz uma célula de memória na divisão subsequente. 


endógenas, e um desses grupos também não expressava MHC 
classe I. As células T foram acomodadas nesses camundon- 
gos durante 10 meses e, depois, analisadas in vitro. Ainda 
havia CTL CD8* vírus-específicos funcionais em quantidades 
semelhantes nos dois grupos de camundongos, embora as 
células dos camundongos classe I” não pudessem ter o anti- 
geno apresentado ao seu TCR. Na verdade, as células T de 
memória proliferam in vivo de modo independente do antí- 
geno e do MHC, e a quantidade dessas células é controlada, 
ao menos em parte, por um equilíbrio entre sinais indutores 
de proliferação de IL-15 e sinais indutores de morte celular 
de IL-2, e ambas citocinas liberadas no local, e associadas à 
cadeia B de IL-2R (veja a Figura 9.4). Outros achados recen- 
tes indicam que a memória das células T auxiliares também 


não requer a presença continua de antígeno ou MHC e, ao 
menos em alguns casos, a memória de células T é mantida na 
ausência de divisão celular. 

Não devemos, porém, perder de vista que, embora essas 
experiências em animais transgênicos e knockout mostrem 
claramente que é possível preservar a memória imunológica na 
ausência de antígeno, geralmente o antígeno persiste como 
complexos nas células dendríticas foliculares. Portanto, existe 
a possibilidade de que células apresentadoras de antígeno no 
centro germinativo capturem e processem esse antígeno em 
complexos e, depois, apresente-o às células T de memória. 
Alguns dados, mais uma vez recentes, sugerem que é um tipo 
de célula dendrítica, e não as células B do centro germinativo, 
que pode ter essa função. Para aumentar a complexidade, 
também há cada vez mais dados indicativos de que os meca- 
nismos usados para manter as células T de memória no 
camundongo, um animal de vida relativamente curta, podem 
ser muito diferentes daqueles empregados pelo sistema imune 
humano. O antígeno específico pode ter um papel muito 
mais importante na manutenção da memória de linfócitos 
T no ser humano, especialmente porque a entrada contí- 
nua de novas células de memória específicas para diversos 
antígenos no compartimento de memória gera competição 
entre as células de memória. Como o tamanho dos pools de 
células virgens (naive) e de memória é relativamente cons- 
tante, é provável que as células de memória reestimuladas 
periodicamente com antígeno persistam por mais tempo que 
as outras que não reencontram o antígeno. A competição 
pode estar ausente ou diminuída em modelos murinos 
quando se costuma manter os animais em ambientes artifi- 
cialmente limpos; essa superproteção tende a reduzir a taxa 
de entrada de novas especificidades de células T no compar- 
timento de memória e, portanto, reduz a competição entre 
populações de células de memória. Corrobora esse ponto de 
vista o fato de que embora haja indícios de que a memória 
das células T em seres humanos persista por décadas após a 
exposição a determinados antígenos, há, de fato, declínio da 
imunidade com o tempo, e as estimativas da meia-vida das 
respostas das células T indicam que esse período é entre 8 e 
15 anos. Além disso, como a vida do camundongo de labo- 
ratório é muito mais curta que a do ser humano médio, os 
problemas associados à retenção de células de memória no ser 
humano tendem a ser maiores que os enfrentados por camun- 
dongos de laboratório. A debilitação contínua das células T 
de memória, na ausência de reestimulação antigênica, pode 
contribuir para o aumento da frequência e da intensidade de 
doenças infecciosas em idosos e também pode explicar a 
reativação de vírus latentes, como o varicela-zóster (herpes- 
virus humano 3), muitos anos depois da infecção inicial. 


A população de memória não é uma mera 
expansão de células virgens (naive) 
correspondentes 


Em geral, as células de memória são estimuladas por determi- 
nada dose de antígeno, porque têm maior afinidade. No caso 
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das células B, estamos convencidos pela evidência que associa 
mutação e seleção estimulada por antígeno, que ocorre nos 
centros germinativos de folículos secundários dos linfonodos, 
para criação de células de memória de alta afinidade. Os recep- 
tores de antígeno nas células T de memória também têm maior 
afinidade, mas, como não sofrem mutação somática significa- 
tiva durante a resposta de priming, parece que as células com 
receptores preexistentes de afinidade relativamente maior 
na população de células virgens (naive) proliferam seletiva- 
mente por ligação preferencial ao antígeno. 

Ninguém deduziria que a afinidade aumentaria com o 
mesmo grau observado na hipermutação somática das células 
B, todavia, as células T de memória aumentam sua avidez de 
ligação à célula apresentadora de antígeno por aumento da 
expressão de moléculas de adesão acessórias, CD2, LFA-1, 
LFA-3 e ICAM-1. Como várias dessas moléculas também 
estimulam a transdução do sinal, a célula T de memória é 
estimulada mais prontamente que a célula virgem (naive). Na 
verdade, as células de memória entram em divisão celular e 
secretam citocinas com mais rapidez que as células virgens 
(naive), e há alguns indícios de que possam secretar maior 
variedade de citocinas que as células virgens (naive). 

Uma alteração fenotípica na isoforma do antígeno comum 
leucocitário CD45R, produzida por recomposição (splicing) 
diferencial, torna possível fazer alguma distinção entre células 
virgens (naive) e de memória. A expressão de CD45RA foi 
usada como marcador de células T virgens (naive), e a de 
CD45RO, como marcador de células de memória capazes de 
responder a antígenos de memória. No entanto, a maioria das 
características associadas ao subgrupo CD45RO consiste, na 
verdade, em manifestações de células ativadas, e as células 
CD45RO podem reverter ao fenótipo CD45RA. Portanto, 
as células de memória, talvez na ausência de estimulação 
antigênica, podem perder seu estado ativado e se juntar ao 
pool em repouso. Outro marcador usado para diferenciação 
entre células virgens (naive) e de memória dá um passo atrás 
na escada de CD e usa diferenças na expressão relativa da 
molécula de adesão CD44; as células T virgens (naive) 
parecem expressar baixos níveis de CD44, enquanto as células 
T de memória expressam altos níveis. 


O papel de CD44 como antagonista de sinais 
Fas-dependentes para apoptose 


Dados recentes sugerem que CD44 pode ser importante para 
a entrada no compartimento de células de memória pela 
inibição de sinais Fas-dependentes para apoptose (Figura 9.29). 
Como já explicamos, as interações Fas-FaL são importantes 
na eliminação de uma proporção considerável de linfócitos 
recém-ativados. Além de se tornarem suscetíveis à apoptose 
estimulada por FasL, as células T ativadas aumentam a expres- 
são superficial de CD 44 e mantêm alta expressão subsequente, 
mas o papel de CD44 na função das células T era um pouco 
obscuro; no entanto, observações recentes indicam que 
CD44 participa da determinação da entrada no comparti- 
mento de memória. Células Thl com deficiência de CD44 
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específicas para influenza e células Thl do tipo selvagem 
foram transferidas adotivamente para camundongos selva- 
gens, e a estimulação antigênica subsequente constatou que 
enquanto células positivas para CD44 apresentavam fortes 
respostas de memória a antígenos, as células com deficiência 
de CD44 não responderam. A deficiência de CD44 não 
parece influenciar a ativação de células T, a expansão em 
resposta ao antígeno nem a aquisição de função efetora. No 
entanto, essas células eram suscetíveis à apoptose Fas- 
dependente durante os estágios posteriores da expansão, ao 
contrário das células correspondentes que expressam CD44, 
embora os mecanismos desse efeito ainda sejam obscuros. 
Uma ressalva é que a proteção mediada por CD44 parece 
aplicar-se apenas às células Th1 e, portanto, diferentes meca- 
nismos podem operar em diferentes subgrupos de células T. 

Lanzavecchia e colegas propuseram que o receptor da qui- 
miocina CCR7 permite distinguir entre células T' de “memória 
centrais” CCR7*, que se diferenciam a partir de células T 
virgens (naive), e células T de “memória efetoras” CCR7”, que 
se originam em seguida das células T de memória centrais 
(Figura 9.30). As duas populações têm vida longa. As células 
de memória centrais formam um pool expandido de modo 
clonal de células sensibilizadas (primed) por antígeno que 
seguem até órgãos linfoides secundários sob a influência da 
quimiocina CCL21 (SLC) (veja a Tabela 9.2) e, ao se reencon- 
trarem com o antígeno, podem estimular células dendriticas, 
auxiliar células B e gerar células efetoras. Em contrapartida, as 
células T de memória efetoras têm receptores CCR1, CCR3 e 
CCRS para quimiocinas proinflamatórias e constituem células 
de direcionamento tecidual que medeiam reações inflamatórias 
ou citotoxicidade. 


Manutenção de células de memória 


Recentemente, a IL-7 surgiu como regulador essencial da 
sobrevivência de células T periféricas e da renovação homeos- 


Figura 9.29 CD44 pode antagonizar a 
apoptose de células T expandidas 
dependente de Fas-ligante de Fas. As 
células T tornam-se suscetíveis aos sinais 
desencadeantes de apoptose 
encaminhados através dos receptores de 
Fas na superfície poucos dias depois da 
ativação. A origem do ligante de Fas 
(FasL) pode ser a própria célula T ativada 
(autócrina), uma célula T ativada adjacente 
(parácrina), uma célula T citotóxica ou 
uma célula dendrítica. O aumento da 
expressão de CD44 de superfície parece 
capaz de interferir com sinais Fas- 
dependentes para apoptose, por um 
mecanismo ainda indefinido, e isso pode 
proteger células T ativadas da deleção e 
permitir a entrada no compartimento de 
memória. Observe que esse mecanismo 
só se aplica às células Th1. 


Fas 


Célula T 
virgem (naive) 


tática. Ao contrário da maioria das outras citocinas que usam 
receptores contendo a cadeia y comum (CD132), a IL-7 é 
produzida constitutivamente em baixos níveis, é detectável no 
soro humano e pode contribuir para a manutenção, indepen- 
dente de antígeno, de células T de memória CD4 e CD8 por 
estimulação da divisão homeostatica dessas células. Ainda que 
os estudos que usam camundongos com deficiência de MHC 
tenham mostrado que interações peptídio-MHC não são 
essenciais para a persistência de células T de memória, há 
rápido declínio das células T CD4 na ausência de IL-7. A 
expressão de IL-7R é máxima nas células em repouso, garan- 
tindo que essas células sejam mais eficazes que as células T 
efetoras ativadas na competição pela IL-7 disponível. Na 
verdade, a estimulação via TCR induz a diminuição da 
expressão do receptor para IL-7 quando as células T efetoras 
são influenciadas por citocinas produzidas durante respostas 
imunes (como IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 e IL-21). À medida 
que a resposta decresce, mais uma vez as células T tornam-se 
dependentes de IL-7 para sobreviver. Assim, a visão atual é 
de que a IL-7 contribui para a manutenção antígeno-in- 
dependente das células T, pois possibilita a divisão homeos- 
tática dessas células na ausência de estimulação antigênica 
(Figura 9.31). A IL-15 também parece ser mais importante 
para a manutenção de células T de memória CD8, pois 
camundongos com deficiência de IL-15 ou da cadeia IL-15Ra 
têm memória de células T CD8 reduzida que pode ser recu- 
perada por transferência dessas células para camundongos 
normais. Assim, IL-7 e IL-15 parecem agir em conjunto para 
manter o pool de células T de memória, sendo esta última 
especialmente importante para a manutenção de células T de 
memória CD8 (Figura 9.31). 

A persistência das células de memória também pode ser 
influenciada por fatores físicos, como o comprimento de telô- 
meros cromossômicos, que limitam o número de divisões 
que podem ocorrer na maioria das células de mamíferos; o 
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Antígeno Antígeno Antígeno 
Células T Células T Células T Células T 
Parl >| virgens (naive) ->| de memória || dememéria |—>| etetoras 
centrais efetoras 
CD45RA* CD45RA- CD45RA- 
CCR7* CCR7* CCR7* 
CCR1, -3, -5* 


Figura 9.30 Células T de memória centrais e efetoras. As células T virgens (naive) têm a isoforma CD45RA da molécula CD45 e 
são atraídas do timo para o tecido linfoide secundário sob a influência de quimiocinas de ligação a CCR7, como CCL19 (MIP-38) e 
CCL21 (6Ckine/SLC). Depois de encontrarem o antígeno, algumas dessas células tornam-se efetoras da resposta imune primária, 
enquanto outras se diferenciam em células T de memória centrais que preservam o receptor de quimiocina CCR7, mas perdem a 
expressão de CD45RA. O reencontro subsequente com o antígeno impele essas células para o compartimento de memória efetor 
com substituição de CCR7 por outros receptores de quimiocinas, como CCR1, CCR3 e CCRS. Isso modifica as características de 
direcionamento dessas células que agora podem se deslocar como células T secretoras de citocinas ou citotóxicas para locais de 
inflamação sob a influência de várias citocinas, entre elas CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) e CCL5 (RANTES) (veja a Tabela 9.2). Note 
que embora a ativação e a diferenciação subsequente dessas células dependam de antígeno, acredita-se que tanto as células T de 
memória centrais quanto efetoras persistam na ausência de antígeno. 


denominado limite de Hayflick. A erosão progressiva dos 
telômeros cromossômicos durante cada divisão celular pode 
levar as células a um estado de senescência do qual não podem 
sair. Nessa situação, as células tornam-se incapazes de se 
dividir e tendem a apresentar comprometimento funcional e, 
portanto, têm pouca utilidade para o sistema imune. Em 
muitos tipos celulares, o limite de Hayflick geralmente é 
alcançado depois de 40 a 50 divisões, mas os linfócitos podem 
se dividir um pouco mais que isso por causa do aumento da 
expressão da telomerase, enzima de alongamento dos telô- 
meros, nos linfócitos ativados. Há relato de que as células T 
CD8 deixam de aumentar a expressão da telomerase após 
quatro reestimulações por antígeno, enquanto as células T 
CD4 podem preservar essa capacidade por mais tempo. 

As células B virgens perdem IgM e IgD de superfície e 
trocam o isótipo do receptor ao se tornarem células de memória, 
e a expressão diferencial desses marcadores de superfície facili- 
tou muito a separação de células B e T em populações virgens 
(naive) e de memória para estudo complementar. As moléculas 
coestimuladoras B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) têm sua expres- 
são rapidamente aumentada em células B de memória, e a 
grande capacidade de essas células apresentarem antígeno às 
células T poderia ser a responsável pela natureza rápida e vigo- 
rosa das respostas secundárias. No compartimento de linfócitos 
B também pode haver um esquema semelhante ao apresentado 
na Figura 9.30 para as células T, com uma população inicial 
de células de memória que possuem o marcador B220 trans- 
formando-se em células B de memória B220”, que então geram 
células efetoras secretoras de anticorpos. 
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Figura 9.31 A expressao do receptor de citocina e a 
disponibilidade da citocina controlam a proliferação e a 
sobrevivência das células T. As células T CD4 e CD8 virgens 
(naive) expressam altos níveis de IL-7R e baixos níveis de 
receptores para outras citocinas, como IL-2, IL-4 e IL-15, que 
influenciam a proliferação e a sobrevivência das células T. A 
estimulação antigênica induz a diminuição da expressão de 
IL-7R e o aumento de receptores para IL-2, IL-4 e IL-15, pois 
essas citocinas mantêm a expansão clonal e a sobrevivência 
das células T durante a fase efetora da resposta imune. Durante 
a resolução da resposta imune, há intensa apoptose no 
compartimento de células efetoras, deixando apenas as células 
“mais aptas” a se tornarem células de memória. O 
compartimento de células de memória parece depender de 
IL-7 para sobrevivência a longo prazo e acredita-se que IL-15 
também seja necessária, sobretudo para manutenção das 
células T CD8 de memória. 
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A ativação das células T aumenta a expressão de 

uma série de genes 

m Em 15 a 30 minutos são expressos os genes para 
fatores de transcrição implicados no avanço de 
GO para G1 e no controle de IL-2. 

m Em até 14 h são expressas as citocinas e seus 
receptores. 

E Mais tarde, há aumento da expressão de vários 
genes relacionados com a divisão e adesão 
celular. 

E As células T ativadas diferenciam-se em células 
efetoras depois de 4 a 5 dias de expansão clonal. 


Mecanismos efetores 

E O sistema imune inato usa vários mecanismos 
efetores diferentes (como fagocitose, ativação do 
complemento e mobilização de células que 
contêm grânulos citotóxicos, como as células NK e 
os eosinófilos) para combater infecções. 

m De maneira análoga, a imunidade adaptativa 
também emprega vários mecanismos efetores, 
entre eles a mobilização de células T citotóxicas 
(Tc ou CTL), células T auxiliares (Th) e células B 
secretoras de anticorpos. As células Th podem ser 
ainda subdivididas em Th1, Th2 e Th17 de acordo 
com os perfis de citocinas produzidos por elas, o 
que lhes atribui diferentes funções efetoras. 

E As citocinas influenciam muito tanto a geração 
quanto a função específica de efetores no sistema 
imune adaptativo. 

E As células dendríticas, com contribuição de outras 
células do sistema imune inato, têm papel decisivo 
na geração de efetores por meio da emissão do 
sinal 3, que representa diferentes padrões de 
citocinas com influências polarizadoras sobre as 
células efetoras geradas em seguida. 


As citocinas atuam como mensageiros 

intercelulares 

E As citocinas têm ação transitória e geralmente de 
curto alcance, embora a IL-1 e a IL-6 circulantes 
possam mediar a liberação hepática de proteínas 
da fase aguda. 

E As citocinas sao, em sua maioria, pequenas 
proteínas que atuam por intermédio de receptores 
da superfície pertencentes a seis famílias 
estruturais. 

E A dimerização induzida por citocinas de 
subunidades individuais da principal família de 
receptor (hematopoetina) ativa as tirosinoquinases, 
incluindo JAK, e ocasiona fosforilação e ativação 
de fatores de transcrição STAT. 


E A sinalização por citocinas pode ser reduzida por 
membros das famílias SOCS e PIAS de inibidores 
que suprimem a atividade de JAK ou a transcrição 
dependente de STAT, respectivamente. 

E As citocinas são pleiotrópicas, ou seja, têm vários 
efeitos nas áreas gerais de: (i) controle do 
crescimento de linfócitos, (ii) ativação de 
mecanismos imunes inatos (incluindo a 
inflamação) e (iii) controle da hematopoese na 
medula óssea (veja a Figura 9.4). 

E A ação das citocinas pode ser sequencial, seja 
pelo mecanismo em que uma citocina induz a 
produção de outra, seja por transmodulação do 
receptor para outra citocina; elas também podem 
ter ações sinérgicas ou antagonistas. 

E Os papéis das citocinas in vivo podem ser 
avaliados por knockout do gene, transfecção ou 
inibição por anticorpos específicos. 


As células T ativadas proliferam em resposta às 

citocinas 

E A IL-2 atua como fator de crescimento autócrino 
para células Th1 e parácrino para células Th2 que 
aumentaram a expressão de seus receptores de 
IL-2. 

E As citocinas atuam em células que expressam o 
receptor apropriado de citocina. 


Os diferentes subgrupos de células T podem 

produzir diferentes citocinas 

E O meio de citocina criado nos estágios iniciais da 
infecção influencia bastante o padrão de citocinas 
secretadas por populações de células Th. 

E À medida que a imunização avança, as células Th 
tendem a formar três subgrupos: as células Th1, 
implicadas nos processos inflamatórios, na 
ativação de macrófagos e na sensibilidade tardia, 
produzem IL-2, IL-3, IFNy, TNF, linfotoxina e 
GM-CSF; as células Th2 ajudam as células B a 
sintetizar anticorpos e secretam IL-3, IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-13, TNF e GM-CSF; as células 
Th17 produzem respostas inflamatórias intensas 
contra fungos e bactérias extracelulares, sobretudo 
nas mucosas. As células Th17 produzem IL-17A, 
IL-21, IL-22 e IL-17F e estimulam a produção de 
citocinas proinflamatórias e quimiocinas por 
células não imunes, como células endoteliais e 
fibroblastos, a fim de promover o recrutamento de 
neutrófilos para o local de inflamação. 

E A interação de antígeno com macrófagos ou 
células dendríticas, por meio de seus receptores 
Toll-like (TLR) e outros receptores de 
reconhecimento de padrões, ocasiona a produção 


de IL-12 e IL-27 que desviam as respostas das 
células T para o tipo Th1, ou IL-4 que desvia as 
respostas para o polo Th2. A IL-6 associada ao 
TGFf inicialmente, seguida por IL-23 mais 
tarde, é importante para a produção de células 
Th17. 

m Pode haver outros subgrupos, entre os quais estão 
as células Treg Foxp3* naturais e Treg Foxp3* 
induzíveis ou células reguladoras Th3 secretoras 
de TGF (Tr1). 


Células T efetoras CD4-positivas na imunidade 

celular 

E As citocinas medeiam respostas inflamatórias 
crônicas e induzem a expressão de MHC classe II 
nas células endoteliais, várias células epiteliais e 
muitas linhagens de células tumorais, assim 
facilitando interações entre células T e células não 
linfoides. 

E A expressão diferencial de receptores de 
quimiocina permite o recrutamento seletivo de 
neutrófilos, macrófagos, células dendríticas e 
células B e T. 

m O TNF é sinérgico com o IFNy nas células de 
destruição. 

E IL-4 e IL-10 diminuem muito a inflamação mediada 
por células T. 


As células T reguladoras (Treg) policiam as ações 

das células T auxiliares 

E Existem diferentes classes de Treg. As Treg 
naturais são células T Foxp3* geradas no timo que 
podem ser antagonistas dominantes das ações 
das células T autorreativas. 

E As Treg induzíveis podem ser produzidas por 
estimulação aquém do ideal mediada por TCR, 
sobretudo na presença de IL-10 ou TGFB. 

E As células Treg exercem seus efeitos por vários 
mecanismos, entre eles a secreção de citocinas 
imunossupressoras IL-10, TGFB e IL-35, a 
destruição de células T autorreativas por granzima 
B/perforina, a competição por IL-2 ou os efeitos 
mediados por CTLA-4. 

E O antagonismo da apresentação eficiente do 
antígeno por CTLA-4 e a coestimulação das 
células dendríticas por Treg podem ser um 
mecanismo de ação básico. 


Células T efetoras CD8* na imunidade celular 

E As células T citotóxicas são produzidas contra 
células (p. ex., infectadas por vírus) que têm 
peptídio derivado do meio intracelular associado 
ao MHC classe | de superfície. Elas destroem 
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usando grânulos líticos que contêm perforina e 
granzimas ou pela via de Fas-ligante de Fas. 

E Os CTL contêm lisossomos modificados, 
equipados com uma série de proteínas citotóxicas 
coletivamente denominadas grânulos citotóxicos. A 
via dependente de grânulos citotóxicos para 
apoptose é orquestrada pela granzima B, uma 
serinoprotease que pode processar e ativar a 
proteína permeabilizante mitocondrial, Bid, bem 
como os membros da família caspase das 
proteases de morte celular. A granzima A também 
tem importante papel na destruição dependente de 
grânulos. 

E A destruição Fas-dependente é conduzida pela 
caspase-8, que destrói de modo muito semelhante 
à granzima B por ativação de caspases 
subsequentes que, então, coordenam a morte 
celular por apoptose. 

E A ativação da caspase coordena internamente a 
morte da célula-alvo. Depois da ativação, as 
caspases clivam literalmente centenas de proteínas 
celulares para coordenar a apoptose. 

E As células apoptóticas são logo eliminadas por 
fagocitose em razão do surgimento de alterações 
da membrana que permitem aos fagócitos 
reconhecer e eliminar essas células seletivamente. 


A proliferação de respostas de células B é 

mediada por citocinas 

E A proliferação inicial é mediada por IL-4, que 
também auxilia a síntese de IgE. 

E Os produtores de IgA são estimulados por TGFp e 
IL-5. 

E IL-4 mais IL-5 promovem IgM, e IL-4, IL-5, IL-6 e 
IL-13 mais IFNy estimulam a sintese de IgG. 


Eventos no centro germinativo 

m Há expansão clonal, permuta de isótipo e mutação 
nos centroblastos da zona escura. 

E Os centroblastos de células B morrem por 
apoptose, a não ser que sejam resgatados por 
alguns sinais que aumentam a expressão de bcl-2. 
Estes incluem ligação cruzada de Ig de superfície 
por complexos nas células dendríticas foliculares e 
ocupação do receptor CD40 que conduz a célula 
para o compartimento de memória. 

E A seleção de mutantes por antígeno orienta o 
desenvolvimento de células B de alta afinidade. 


Síntese de anticorpos 

m Há recomposição (splicing) com união do RNA 
para regiões variáveis e constantes antes da saída 
do núcleo. 


270 Fundamentos de Imunologia 


E A recomposição (splicing) diferencial permite a 
coexpressão de IgM e IgD com regiões V idênticas 
em uma única célula e a permuta da IgM ligada à 
membrana por IgM secretada. 


A permuta de classe de Ig ocorre em células B 

individuais 

E A IgM produzida no início da resposta passa a 
IgG, sobretudo com antígenos timo-dependentes. 
A permuta é controlada principalmente pelas 
células T. 

E As respostas de IgG, mas não de IgM, melhoram 
com o estímulo secundário. 


Afinidade de anticorpos durante a resposta imune 

m Baixas doses de antígeno tendem a selecionar 
células B de alta afinidade e, portanto, anticorpos, 
pois somente esses podem ser recuperados no 
centro germinativo. 

E Pelas mesmas razões, a afinidade amadurece à 
medida que a concentração de antígeno cai 
durante uma resposta imune. 


Células de memória 

E Após o desaparecimento da fonte de antígeno que 
iniciou sua produção, a grande maioria dos 
linfócitos efetores é eliminada por apoptose. Uma 
fração de células reativas a antígenos é retida, 
possivelmente aquelas com afinidade máxima pelo 
antígeno, e forma o compartimento de memória. 

E A apoptose de linfócitos efetores ativados ocorre 
em grande parte pela via dependente de Fas- 
ligante de Fas. O FasL pode ser de origem 
autócrina ou parácrina. 

E A divisão assimétrica de linfócitos ativados pode 
contribuir para a geração de células de memória 
versus efetoras mediante distribuição desigual de 


determinantes do destino celular que influenciam a 
diferenciação subsequente. 

E As células T de memória murinas podem ser 
mantidas na ausência de antígeno, mas as células 
T de memória humanas podem necessitar de 
reestimulação periódica com antígeno. 

E Imunocomplexos na superficie das células 
dendríticas foliculares nos centros germinativos 
constituem uma fonte de antígenos a longo prazo. 

E As células de memória têm maior afinidade que as 
células virgens (naive), no caso das células B por 
mutação somática, e no caso das células T por 
proliferação seletiva de células com receptores de 
maior afinidade e por aumento da expressão de 
moléculas associadas como CD2 e LFA-1, que 
aumentam a avidez (afinidade funcional) pela 
célula apresentadora de antígeno. 

E As células T de memória ativadas são distinguidas 
das células T virgens (naive) pela expressão de 
isoformas CD45; as primeiras apresentam fenótipo 
CD45RO e as últimas, CD45RA. Parece provável 
que uma parte da população CD45RO retorne a 
um pool CD45RA de células de memória em 
repouso. As células de memória CD45RA" podem 
ser divididas em células de memória centrais 
CCR7* e células de memória efetoras CCR7”. 

E Altos níveis de expressão de CD44 também são 
característicos das células T de memória, e a 
expressão de baixo nível está associada às células 
T virgens (naive). 

E CD44 pode participar da geração de memória por 
antagonização de sinais Fas-dependentes para 
apoptose. 

E IL-7 parece ser essencial para a sobrevida a longo 
prazo de populações de células T CD4 e se liga 
preferencialmente às células T de repouso. As 
células T CD8 de memória necessitam de 
IL-15 para a sobrevivência prolongada. 
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Para lembrar 


As células fagocitárias e inflamatórias amplamente específicas da resposta 
inata precisam migrar para o local da infecção. Os linfócitos da resposta 
adaptativa precisam proliferar em tecidos linfoides secundários organizados 
(linfonodos, baço e tecido linfoide associado à mucosa) para gerar 
quantidade suficiente de células antígeno-específicas. As células T têm de 
ser ativadas por células apresentadoras de antígeno profissionais, e a 
maioria das respostas das células B necessita da ajuda de células T com 
especificidade pelo mesmo antígeno. Existem vários níveis de controle para 
garantir que essas respostas sejam apropriadas tanto do ponto de vista 
quantitativo quanto qualitativo. 


Introdução 


Após o contato com um agente infeccioso, as células antígeno-específicas 
apropriadas da resposta imune adquirida proliferam e muitas vezes formam 
uma proporção considerável dos linfócitos nos tecidos linfoides locais. No 
entanto, é crucial que esse processo não se torne excessivo, pois isso 
poderia levar a própria resposta imune a causar danos significativos em 
nossos tecidos. Além disso, é importante que as respostas só ocorram como 
reação a patógenos estranhos e que, uma vez eliminado o patógeno, o 
sistema imune volte ao estado de repouso. Faz sentido que o antígeno seja 
um importante fator regulador e que as respostas dos linfócitos sejam 
estimuladas por uma infecção e diminuam de intensidade quando o 
patógeno é eliminado (Figura 10.1). 


Catabolismo do antigeno 
Inicial |€ eliminação pela Tardia 
resposta imune 
ee is 
Concentração | 
da & 
antígeno 


Tempo após a infecção 


Figura 10.1 O antígeno estimula a resposta imune. À medida 
que a concentração de antígeno cai em razão do catabolismo e 
da eliminação pelo anticorpo, a intensidade da resposta imune 
diminui, mas é mantida por algum tempo em nível de energia 
menor por antígenos aprisionados nas células dendríticas 
foliculares do centro germinativo. 


Os antígenos podem interferir uns com 
os outros 


A presença de um antígeno em uma mistura de antígenos 
diminui drasticamente a resposta imune aos outros. Isso 
ocorre até mesmo com epítopos de uma determinada molé- 
cula; por exemplo, alguns epitopos na região pré-S2 do anti- 
geno de superfície da hepatite B são muito imunogênicos, 
enquanto outros induzem respostas imunes relativamente 
fracas. Sem dúvida, a possibilidade de que determinados antí- 
genos em uma mistura, ou determinados epítopos em um 
antígeno, comprometam uma resposta imune protetora dese- 
jada tem implicações no planejamento de vacinas. Os fatores 
que determinam a imunodominância incluem a frequência 
de precursores das células T e B que têm receptores antigêni- 
cos para diferentes epítopos do antígeno, a relativa afinidade 
dos receptores de células B por seus respectivos epítopos, o 
grau com que o anticorpo na superfície da membrana protege 
o epítopo contra a proteólise após endocitose do complexo 
antígeno-anticorpo pela célula B, além da capacidade de gerar 
peptídios antigênicos processados que tenham forte afinidade 
pela fenda do complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC) (Figura 10.2). 


O complemento e o anticorpo ajudam a 
regular as respostas imunes 


Em geral, os mecanismos imunes inatos são os primeiros a 
entrar em cena e a ativação da via alternativa do comple- 
mento leva à deposição de C3b e C3d sobre o micróbio. 
Quando os antígenos recobertos por C3d são reconhecidos 
pela célula B, a ligação cruzada do receptor da célula B 
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(BCR, do inglês, B-cell receptor) e o receptor do comple- 
mento CD21, com sua molécula de transdução de sinal 
associada CD19, estimulam a ativação das células B 
(Figura 10.32). IgM e IgG3 (produzida relativamente cedo 
depois da permuta de classe em muitas respostas imunes) 
também estimulam a resposta de anticorpos dependente de 
complemento e, portanto, provavelmente pelo mesmo 
mecanismo, mas com participação da via clássica de ativação 
do complemento. As outras subclasses de IgG estimulam 
não apenas a produção de anticorpos, mas também as res- 
postas de células T CD4* via ligação de imunocomplexos a 
FcyR como FcyRI, FcyRIIA e FcyRIII e o consequente 
aumento da captação e apresentação de antígenos por células 
dendríticas. Os anticorpos IgE também estimulam a produ- 
ção de todos os isótipos de anticorpos e promovem repostas 
das células T CD4*. O mecanismo conta com a participação 
de FceRII (CD23), o receptor de baixa afinidade para IgE, 
e provavelmente depende da estimulação da apresentação de 
antígeno por células B. 
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Figura 10.2 Mecanismos de dominância do epítopo ao nível 
do MHC. Há uma clara hierarquia de epítopos em relação à 
ligação competitiva de acordo com: (a) a acessibilidade 
diferencial a proteases quando a molécula se desdobra; (b) a 
presença ou ausência de determinadas sequências de 
aminoácidos que constituem locais sensíveis à protease; e (c) a 
relativa afinidade dos peptídios gerados para o MHC. Assim, 
epítopos dominantes ocupam a maior parte das fendas 
disponíveis, epítopos subdominantes têm menos sucesso e 
epitopos crípticos geram concentrações baixissimas de 
peptídio-MHC ignoradas por células T virgens (naive) 
potencialmente reativas. O outro fator que influencia a 
dominância é a disponibilidade de células T reativas; se elas 
foram eliminadas, por exemplo, mediante tolerização por 
antígenos próprios com reação cruzada, até mesmo um 
peptídio que dominasse a fenda MHC seria incapaz de provocar 
uma resposta imune. 
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Figura 10.3 A ligação cruzada do receptor IgM de superfície ao antígeno com o receptor de complemento CD21 estimula as 
células B, e a ligação ao receptor FcyRilb as inibe. (a) Após a ativação do complemento, há ligação covalente entre C3d e a 
superfície do micróbio. O receptor do complemento CD21, que juntamente com o complexo sinalizador CD19-CD81-CD225 (Leu13) 
associado forma o correceptor da célula B (veja a p. 229), liga-se a C3d. O antígeno recoberto por complemento faz a ligação 
cruzada desse complexo com a IgM de superfície (sigM) do BCR, levando à fosforilação de CD19 por tirosina e à subsequente 
ligação de fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-K), o que ativa a célula B. (b) A molécula de FcyRilb tem um motivo de inibição baseado 
na tirosina do imunorreceptor (ITIM, do inglês, immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) e, após ligação cruzada à Ig da 
membrana, é fosforilada e liga-se à polifosfato de inositol 5'-fosfatase SHIP Isso inibe a fosforilação de CD19 e, portanto, inibe a 


ativação de células B. 


Paradoxalmente, anticorpos IgG de todas as subclasses 
podem não só estimular, mas também inibir a resposta de 
anticorpos. Um mecanismo pelo qual isso ocorre com a 
maioria das subclasses de IgG é por ligação cruzada do BCR 
a FcyRIIb (veja a p. 65), que então envia um sinal negativo 
por inibição da fosforilação de CD19 por tirosina 
(Figura 10.3b). No entanto, a IgG3 murina, não reconhe- 
cida por FcyRIIb, também inibe a produção de anticorpos. 
Além disso, a inibição é obtida usando-se fragmentos 
F(ab’), de IgG policlonal e é observada em camundongos 
knockout sem FcyRIIb. Assim, parece que o mascaramento 
de epítopo por anticorpo também inibe as respostas dos 
anticorpos, pois impede a célula B de ver os epítopos rele- 
vantes no antígeno. Na verdade, seria lógico se, na fase 
inicial, quando a concentração e a afinidade do anticorpo 
específico são baixas, houvesse estimulação da resposta, 
porém mais tarde, quando há excesso de anticorpos, a com- 
binação de mascaramento do epítopo e feedback negativo 
aliada à eliminação do antígeno por fagocitose e digestão 
diminuísse a resposta. Muitos aspectos, entre eles a concen- 
tração de antígeno, a afinidade do anticorpo, a especifici- 
dade do epitopo, a distribuição de subclasses e os níveis de 
expressão do FcyR relevante, provavelmente determinam se 
a IgG tem papel estimulador ou inibidor durante uma res- 
posta imune. 


Morte celular induzida por ativação 


É claro que a eliminação do antígeno do corpo pelo sistema 
imune diminui a proliferação de linfócitos em razão da ausên- 


cia de sinais por meio do receptor antigênico. No entanto, 
mesmo na presença de antígeno a possibilidade de prolifera- 
ção excessiva é limitada por um processo denominado morte 
celular induzida por ativação (AICD, do inglês, activation- 
induced cell death). Uma vez ativadas, as células T aumentam 
a expressão dos receptores de morte e seus ligantes 
(Figura 10.43). Os receptores de morte são membros da 
familia do receptor do fator de necrose tumoral (TNF-R) e 
incluem TNFRI, Fas (CD95), receptor-1 do ligante indutor 
de apoptose relacionado com o TNF (TRAIL-R1, receptor 
de morte DR4) e TRAIL-R2 (DR5). Se os ligantes estiverem 
presentes na superfície celular, podem ativar a apoptose em 
células adjacentes. No entanto, muitas vezes são liberados da 
superfície celular por proteases, com a criação de tipos solúveis 
que em alguns casos preservam a atividade; por exemplo, a 
versão solúvel de TRAIL preserva a capacidade de sinalização 
por meio de TRAIL-R1. Esses ligantes solúveis podem mediar 
a morte celular parácrina ou autócrina in vivo e mostram-se 
promissores no tratamento de tumores. No início, a indução 
de apoptose por receptores de morte implica clivagem da 
cisteína protease inativa procaspase-8 para produzir caspase-8 
ativa (Figura 10.4a). Por fim, essa via de ativação converge 
com a via de apoptose mitocondrial induzida por estresse 
celular (Figura 10.4b) e ambas ativam as caspases efetoras 
subsequentes. 

Embora o receptor de morte e as vias mitocondriais sejam 
ativados por diferentes estímulos, eles são interconectados 
uma vez que a caspase-8 cliva o membro Bid da família Bcl-2 
para produzir uma forma truncada (tBid), que ativa Bax e 
leva à permeabilização da membrana mitocondrial externa. 
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Apoptose induzida por receptor de morte 


Apoptose induzida por estresse 
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Figura 10.4 Morte celular induzida por ativação com a participação de receptores de morte e seus ligantes. (a) A indução da 
apoptose por receptor implica a trimerização dos membros da família TNF-R (p. ex., Fas) por ligantes trimerizados (p. ex., ligante de 
Fas). Isso reúne domínios de morte (DD, do inglês, death domains) citoplasmáticos que podem recrutar várias moléculas 
adaptadoras contendo domínio efetor de morte (DED, do inglês, death effector domain) para formar o complexo sinalizador indutor 
de morte (DISC, do inglês, death-inducing signaling complex). Os diferentes receptores usam diferentes combinações de 
adaptadores contendo DED; Fas usa FADD (do inglês, Fas-associated protein with death domain, proteína associada a Fas com 
domínio de morte). O DISC, que também inclui caspase-10, induz a clivagem de procaspase-8 inativa em caspase-8 ativa com 
subsequente ativação de caspases efetoras a jusante. Por fim, esse processo leva à clivagem, mediada por caspase-3, da versão 
longa do inibidor da Dnase ativada por caspase (ICAD-L). A clivagem de ICAD-L resulta na liberação de CAD, homodimerizada para 
formar a endonuclease ativa que cliva o DNA internucleossômico. (b) Uma segunda via de indução de apoptose, com frequência 
deflagrada por estresse celular, conta com a participação de várias proteínas associadas à mitocôndria (M), entre elas o citocromo c 
e os membros pró-apoptóticos (Bax, Bak, Bid) e antiapoptóticos (Bcl-2, Bcl-X,) da familia Bcl-2. A ativação da caspase-9 é o evento 
estratégico nessa via e requer a formação do complexo “apoptossomo” criado quando o citocromo c é liberado após 
permeabilização da membrana mitocondrial externa, mediada por Bax e Bak, em resposta a sinais pró-apoptóticos. Depois de sua 


associação ao citocromo c e ao cofator Apaf-1, a procaspase-9 é ativada e cliva a procaspase-3. M, mitocôndria (veja as 


Figuras 9.18 e 9.19). 


Isso possibilita a liberação de moléculas pró-apoptóticas como 
o citocromo c do espaço entre as membranas mitocondriais 
externa e interna. Outros membros da família Bcl-2, como 
a própria Bcl-2 e a Bcl-x,, atuam como cães de guarda e, 
impedindo a estimulação da permeabilização da membrana 
externa, inibem a apoptose indesejada. 

A molécula FLIP, existente em várias formas, tem impor- 
tância especial na AICD mediada por receptor de morte. A 
forma longa de FLIP (FLIP,) tem semelhança estrutural com 
a caspase-8 e, portanto, quando expressa em altos níveis inibe 
de modo competitivo o recrutamento de caspase-8 para o 
complexo sinalizador indutor de morte (DISC). Assim, os 
níveis de FLIP determinam o destino da célula quando o 
receptor de morte é ocupado por seu ligante, mas não afetam 


a apoptose induzida pela via mitocondrial ativada por estresse 


(Figura 10.5). 


Imunorregulação por células T 


Especialização das células T auxiliares 


Há muitos indícios de que as células T auxiliares (Th) são 
divididas em diferentes subgrupos, com diferentes ativida- 
des funcionais, de acordo com as citocinas que produzem. 
As três principais subpopulações já definidas são células 
Thl secretoras de IFNy, células Th2 secretoras de IL-4 e 
células Th17 secretoras de IL-17. Não se preocupe achando 
que perdeu algo, porque, embora também haja células Th3 
(veja adiante) e células Th9 produtoras de IL-9, não há 
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Figura 10.5 Decisões de vida e morte. (a) As quantidades relativas de FLIP antiapoptótica e caspase-8 pró-apoptótica podem 
determinar o destino da célula. (b) As experiências envolvendo a hiperexpressão de FLIP em camundongos transgênicos indicam 
que essa proteína protege as células T contra a morte celular induzida por ativação (AICD) estimulada por Fas-ligante via receptor 
de morte, mas não contra a morte celular desencadeada por via mitocondrial com uso do fármaco estaurosporina. (Baseada em 


dados obtidos por J. Tschopp e colegas.) 


(ainda!) células Th com outros números entre essas e Th17. 
Note, porém, que embora as células Th1 e Th2 sejam “auxi- 
liares”, também são vistas como células “supressoras” porque 
são antagonistas mútuas (Figura 10.6a). Na verdade, é tema 
recorrente em imunologia que células e moléculas indivi- 
duais podem promover algumas respostas e inibir outras 
para manter a homeostasia imune. 

O subgrupo Th17 compartilha com as células T regu- 
ladoras Foxp3* (Treg, que logo serão discutidas) o fato de que 
são induzidas pela citocina TGFB. No entanto, as células 
Th17 só são induzidas na presença de algumas outras cito- 
cinas (no ser humano, IL-1B e/ou IL-23; no camundongo, 
IL-6 e/ou IL-21) e, portanto, as células T precursoras dife- 
renciam-se ou em Treg (na presença de TGF, mas na ausén- 
cia dessas citocinas específicas) ou em células Th17, levando 
ao menos em parte a uma relação recíproca entre essas duas 
populações (Figura 10.6b). Essa situação é reforçada pela 
capacidade do fator de transcrição Foxp3 em Treg de se ligar 
ao fator de transcrição RORyt necessário para atividade da 
célula Th17 e, portanto, inibi-lo. Ao contrário das células Treg 
supressoras, as células Th17 estão relacionadas principalmente 
com a promoção de inflamação tecidual. 


Supressão mediada por células T 


Talvez seja inevitável que a natureza, tendo desenvolvido um 
grupo funcional de células T promotoras de respostas imunes, 
também deva desenvolver um grupo regulador cuja tarefa seria 
modular as células auxiliares. A supressão mediada por células 
T foi levada pela primeira vez seriamente à atenção da comu- 
nidade imunológica por um fenômeno a que seu descobridor, 
Dick Gershon, deu um nome pitoresco: “tolerância infecciosa”. 
Surpreendentemente, demonstrou-se que a injeção de uma alta 
dose de hemácias de carneiro (SRBC, do inglês, sheep red blood 
cells) em camundongos de modo a inibir sua capacidade de 
resposta faria com que suas células T suprimissem a produção 
de anticorpos específicos em receptores normais para os quais 
fossem transferidas (Figura 10.7). O leitor pode não compreen- 
der por que esse resultado seria tão surpreendente, mas naquela 
época a tolerância induzida por antígeno era considerada um 
fenômeno essencialmente negativo que implicava a depleção 
ou o silenciamento de clones e não um estado de supressão 
ativa. Ao longo dos anos, demonstrou-se que a supressão 
mediada por células T modula várias respostas humorais e 
celulares, e estas últimas incluem hipersensibilidade tardia, pro- 


Figura 10.6 Antagonismo entre subpopulações de células T. 
(a) A geração das células Th1 é dirigida pela produção de 
IL-12 por células dendriticas. Uma vez geradas, elas podem 
inibir a geração de células Th2 por secreção da citocina IFNy, 
que impede a expressão dos fatores de transcrição GATA3 e 
STAT6 necessários para o fenótipo Th2, enquanto a produção 
de IL-4 e IL-3 por células Th2 limita a expressão dos fatores de 
transcrição Tbet e STAT4 associados à atividade de Th1. (b) O 
fator de transcrição Foxp3 é antagonista do fator de transcrição 
RORyt necessário para a atividade de Th17. Assim, as células T 
reguladoras Foxp3* (Treg) ou as células Th17 RORyt* tendem a 
dominar, dependendo de qual desses dois fatores de 
transcrição é expresso com mais intensidade. Isso é ao menos 
parcialmente controlado pelas citocinas locais. 


liferação de células T citotóxicas e de células T antígeno-especí- 
ficas. No entanto, a existência de células T supressoras 
profissionais dedicadas foi uma questão que provocou debates 
acalorados. 


Os epítopos supressores e auxiliares podem 
ser distintos 


A análise detalhada de respostas murinas a antígenos como 
lisozima de clara de ovo de galinha mostra que alguns deter- 
minantes podem provocar supressão muito forte em vez de 
ajudar, dependendo da linhagem do camundongo, e também 
que a supressão mediada por células T dirigida a um deter- 
minante pode desativar as respostas das células auxiliares e 
dos anticorpos contra outros determinantes na mesma 
molécula. Assim, camundongos de haplótipo H-2º respon- 
dem mal à lisozima porque desenvolvem supressão domi- 
nante; no entanto, se os três aminoácidos N-terminais forem 
removidos do antígeno, esses camundongos agora apresen- 
tam uma resposta esplêndida, mostrando que a regulação 
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(a) 


(b) 


TGFB 


Precursor da célula T 


por células T contra o determinante associado à região 
N-terminal desativou a resposta aos demais determinantes 
no antígeno. Resultados semelhantes foram obtidos em 
vários outros sistemas. Essa situação implica obrigatoria- 
mente que o próprio antígeno atue como um tipo de ponte 
para possibilitar a comunicação entre células T reguladoras/ 
supressoras e as células que reagem aos outros determinan- 
tes, como poderia ocorrer mediante ligação dessas células a 
uma célula apresentadora de antígeno que expresse na super- 
fície vários determinantes processados diferentes do mesmo 
antígeno (Figura 10.8). 


Alta dose de Transferência de | Dose imunogênica de Resposta de 
hemácias de carneiro | células esplênicas | hemácias de carneiro anticorpos 

v 

q baia ++++ 
Y 

Células yf = 
não tratadas q / a 
Células tratadas com 
anti-Thy-1 +C’ sistem 


Figura 10.7 Demonstração de células T supressoras. (a) Um camundongo de linhagem apropriada imunizado com uma dose 
imunogênica de eritrócitos de cameiro produz uma forte resposta de anticorpos. No entanto, se as células esplênicas de um doador 
da mesma linhagem, que antes recebeu uma injeção com alta dose de antígeno (b), forem antes transferidas para o animal singênico, 
elas deprimem a resposta dos anticorpos a uma dose de antígeno normalmente imunogênica. Isso não ocorre quando se tratam 
primeiramente as células esplênicas com um antissoro específico contra células T (anti-Thy-1) mais complemento (c), mostrando que 
os supressores são células T. (Segundo Gershon R.K. & Kondo K. (1971) Immunology 21, 903 a 914.) 
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Figura 10.8 Possível mecanismo para explicar a necessidade 
de ligação física entre epítopos supressores e auxiliares. As 
células T auxiliares (Th) e reguladoras/supressoras (Treg) 
interagem por ligação na superfície de uma célula apresentadora 
de antígeno, que processa o antígeno e exibe os diferentes 
epítopos em moléculas do MCH classe Il em sua superfície. 


Características da supressão 


Originalmente, constatou-se que as células T supressoras 
tinham Ly2 (agora chamada CD8a) e Ly3 (CD8b) em sua 
superfície. Quando os pesquisadores começaram a caracterizar 
essas células T supressoras CD8”, a descrição era de que expres- 
savam uma molécula chamada I-J codificada na região do 
MHC e eram capazes de produzir fatores supressores solúveis, 
muitas vezes antígeno-específicos. Era impossível definir esses 
fatores supressores do ponto de vista bioquímico, e quando se 
clonou todo o MHC murino constatou-se que I-J não existia! 
Então, o que talvez fosse natural diante das circunstâncias, 
seguiu-se um período de extremo ceticismo acerca da mera 
existência das células T supressoras. No entanto, durante a 
última década aproximadamente, elas voltaram à cena de modo 
sensacional, embora agora se saiba que a maioria dessas células 
pertence à linhagem de células T CD4, e não CD8, e o nome 
em voga atual é células T reguladoras. A própria caracterização 
dessas células, porém, teve problemas e parece que existem 
vários tipos diferentes de Treg. Enquanto algumas necessitam 
de contato intercelular para suprimir, outras dependem de 
citocinas solúveis para mediar seu efeito. 


Tanto as células T CD4* quanto CD8* podem 
suprimir as respostas imunes 


Vamos analisar primeiro as células T supressoras CD8*. Um 
exemplo experimental é relacionado com a linhagem de 


camundongo B10.A (2R), que tem baixa resposta imune à 
lactato desidrogenase P (LDHB) associada à presença do gene 
H-2E do haplótipo k em vez de b. Células linfoides retiradas 
desses animais após imunização com LDHB têm baixa pro- 
liferação in vitro na presença de antígeno, mas se forem reti- 
radas as células CD8”, a resposta das células CD4* é muito 
maior. O acréscimo das células CD8* de novo reimpõe a 
supressão ativa. As células T supressoras humanas também 
pertencem ao subgrupo CD8. Assim, por exemplo, as células 
supressoras CD8'CD28” podem impedir que células B apre- 
sentadoras de antígeno aumentem a expressão de moléculas 
B7 coestimuladoras, portanto tornando essas células B inca- 
pazes de obter ajuda das células T para produção de 
anticorpos. 

Embora essas experiências deixem claro que as células T 
CD8* podem mediar a supressão, a opinião atual é que as 
células Treg CD4*'CD25*Foxp3* são os principais supresso- 
res e são capazes de suprimir a atividade das células T CD4”, 
células T CD8’, células dendríticas e células B. Quando se 
usam anti-CD25 e complemento para obter depleção das 
células CD25* dos linfonodos ou do baço de camundongos 
BALB/c e as células CD25~ remanescentes são transferidas 
para camundongos BALB/c atímicos (nude), os receptores 
desenvolvem várias doenças autoimunes. No entanto, 
quando se administram células CD4*CD25* logo depois das 
células CD25~ os camundongos não desenvolvem doença 
autoimune, sugerindo que a população CD4*CD25* contém 
células Treg que destroem as células T autorreativas. Muitas 
experiências semelhantes verificaram que as células T 
CD4'CD25* incluem, de fato, células Treg capazes de medir 
a supressão das respostas de autoimunidade, rejeição de 
aloenxerto e alérgica. Como CD25 (a cadeia a do receptor 
de IL-2) é um marcador geral de ativação celular, não é 
possível usá-lo como característica definidora de células T 
reguladoras. Na verdade, a expressão de Foxp3 é a melhor 
característica para defini-las como células T reguladoras. 
Foxp3 é um fator de transcrição forkhead que controla a 
expressão de vários genes participantes da determinação do 
fenótipo supressor (Figura 10.9). Na verdade, se o gene 
Foxp3 é introduzido em células T CD4'CD25* virgens 
(naive), elas são convertidas em células capazes de suprimir 
a proliferação de células T (Figura 10.10). Essas células 
transfectadas com Foxp3 recém-adquirido são, assim como 
as células Treg recém-isoladas, capazes de proteger os camun- 
dongos contra o desenvolvimento de doença autoimune em 
vários modelos animais. 


As células Treg podem ocorrer naturalmente ou 
ser induzidas por antígeno 


As células Treg CD4*CD25* compreendem duas populações 
principais, células Treg naturais (nTreg), que expressam 
Foxp3 desde o momento em que são produzidas no timo, e 
células Treg induzíveis (iTreg), que se originam na periferia 
a partir de precursores CD4'CD25” e expressam Foxp3 e 
CD25 após ativação (Figura 10.11). As células Treg naturais 
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Figura 10.9 Papel do fator de transcrição Foxp3 na mediação 
da supressão. Foxp3 liga-se às regiões promotoras dos genes 
CD25, CTLA4 e GITR e recruta as enzimas histona 
acetiltransferases, assim causando a acetilação de histonas 
naquela área do DNA e, portanto, facilitando a ativação da 
transcrição gênica. No entanto, quando se liga a promotores 
associados aos genes IL-2 e IFNy, Foxp3 recruta enzimas histona 
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Figura 10.10 A aquisição de Foxp3 confere atividade reguladora às células T. (a) O gene Foxp3 foi introduzido em um vetor 
retroviral composto de repetições terminais longas (LTR) nas extremidades 5' e 3', um local de acesso interno ao ribossomo (IRES) 
e proteína fluorescente verde (GFP). Essa construção, ou o vetor sem Foxp3, foi então transfectada em células CD4*CD25" (que 
não têm atividade de células T reguladoras). Acrescentaram-se quantidades variáveis (até 2,5 x 10º) das células T transfectadas, ou 
de células Treg CD4*CD25* recém-isoladas não transfectadas (como controle positivo, vermelho), a uma cultura de 2,5 x 

10º células CD4*CD25" recém-isoladas estimuladas com um mAc anti-CD3 na presença de células apresentadoras de antígeno. (b) 
A proliferação (medida por incorporação de TdR marcado com °H) foi inibida por células T CD25- transfectadas com Foxp3 em grau 
comparável ao observado com as células Treg CD4*CD25* recém-isoladas, indicando que Foxp3 confere atividade de supressão 
das células T. (Baseada em Hori S., Nomura T. e Sakaguchi S. (2003) Science 299, 1057-1061.) 
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Figura 10.11 Células T reguladoras naturais e induziveis. As 
células T reguladoras naturais (nTreg) já expressam Foxp3 e 
CD25 ao amadurecerem no timo e podem suprimir de imediato 
as respostas imunes ao chegarem à periferia. Já as células T 
reguladoras induzíveis (iTreg) inicialmente não expressam Foxp3 
e CD25 e não são capazes de suprimir as respostas imunes. 
Entretanto, elas podem converter-se em células Treg 
Foxp3*CD25* funcionais após estimulação por antígeno nos 
tecidos linfoides secundários. 


também expressam CTLA-4, OX40, GITR (molécula da 
família do receptor TNF induzido por glicocorticoide), 
L-selectina e TGFB da superficie celular. Em geral, a ativação 
dessas células é antígeno-específica, mas elas podem, em 
seguida, suprimir a resposta a outros antígenos, uma situação 
denominada supressão vinculada. O mecanismo preciso 
usado para suprimir respostas imunes contra o antígeno ini- 
ciador ou contra outros antígenos ainda está sendo definido, 


(a) (b) 


Contato”... s 
celular 7 


“ TGFB 


mas geralmente requer contato intercelular entre o regulador 
eo regulado. Os mecanismos propostos são apoptose mediada 
por perforina/granzima da célula T regulada, interação de 
galactina-1 na superfície da Treg com seu receptor na célula 
T regulada e consequente interrupção do ciclo celular, ou 
interferência na ativação de células dendríticas. Algumas 
células Treg induzidas têm fenótipo muito semelhante e 
também se acredita que sejam supressoras por mecanismos 
dependentes de contato celular. 


Também há outros tipos de células 
supressoras/reguladoras 


Também foram descritas células T reguladoras que não neces- 
sitam de contato intercelular. Assim, as células CD4 humanas 
estimuladas por antígeno na presença de IL-10 podem se 
transformar em células Trl CD25'CTLA-4'GITR'Foxp3" 
que secretam IL-10, uma citocina mediadora de funções imu- 
nossupressoras (Figura 10.12). Outra população de iTreg com 
fenótipo semelhante ao das células Trl é a das células Th3, 
definidas por secretarem TGFB, outra citocina imunossupres- 
sora. Deve-se notar que os vários diferentes subgrupos de 
células T CD4* (Treg, Thl, Th2, Th17 etc.) podem não 
permanecer como aquele tipo celular durante toda a vida e 
que, portanto, uma célula pertencente a um subgrupo pode 
ser capaz de se converter em outro subgrupo em determinadas 
condições microambientais. 

Vários tipos de células T y imunorreguladoras também 
foram descritas, mas sua caracterização ainda é um tanto 
deficiente. No entanto, é lógico que a capacidade de produ- 
ção de IL-10 e TGFB dessas células sugere o potencial de 
inibir respostas imunes. Algumas células T yô são Foxp3* e, 


(c) Figura 10.12 A diversidade de células 
T reguladoras/supressoras. Há relatos 
de vários tipos diferentes de células T 
reguladoras/supressoras que podem 
inibir, em graus variáveis, células T 
efetoras, células B e células dendríticas. 
Esses incluem: (a) as células Treg 
naturais e induzidas já comentadas, que 


geralmente suprimem por mecanismos 
que exigem contato intercelular; 

(b) células Tr1 secretoras de IL-10; 

(c) células Th3 secretoras de TGFB; 

(d) células CD8 que podem suprimir 
usando citotoxicidade ou citocinas; 

(e) células T imunossupressoras que 
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têm um TCR y8; e (f) células NKT para 
as quais foram propostos modos de 
operação mediados por citocinas e 
citotoxicidade. CD, célula dendrítica. 


(d) 


apesar de secretarem quantidade significativa de TGFB, 
suprimem a proliferação de células T por um mecanismo 
dependente de contato celular. Outro tipo de célula com 
potencial regulador é a célula NKT, que tem um TCR inva- 
riável, responde ao glicolipídio sintético a-galactosilcera- 
mida apresentado por CD1d (veja a p. 138) e é capaz de 
produzir tanto a citocina interferon-y (IFNy) de Th1 quanto 
a citocina IL-4 de Th2. 

Recentemente, vários estudos mostraram que populações 
de células granulocíticas e monocíticas capazes de inibir a 
ativação das células T estão presentes em situações de doença, 
entre elas câncer, infecção crônica, inflamação, traumatismo, 
sepse e transplante. Essas células supressoras de origem mie- 
loide (MDSC, do inglês, myeloid-derived suppressor cells) 
podem afetar diretamente a sinalização pelo receptor da célula 
T e também ser capazes de induzir células Treg Foxp3*. No 
momento, seu eventual papel na regulação fisiológica normal 
das respostas imunes é um tanto obscuro. É possível, porém, 
que após a infecção essas células supressoras apareçam transi- 
toriamente como parte da diferenciação normal em células 
mieloides maduras (não supressoras). As células com ativi- 
dade MDSC transitória podem limitar a imunopatologia 
mediada por células T' que, caso contrário, poderia causar 
danos excessivos ao hospedeiro. 


Extinção e feedback negativo 
por meio de FcyRIIB 
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Espera-se que as pesquisas em andamento ajudem a 
esclarecer os papéis dos vários tipos de células supressoras/ 


reguladoras. 


Alguns dos principais fatores que controlam a resposta 
imune e já foram discutidos são resumidos na Figura 10.13. 


Redes de idiótipos 


A hipótese de rede de Jerne 


Em 1974, Neils Jerne, ganhador do prêmio Nobel, publicou 
um artigo intitulado “Towards a network theory of the imune 
system” (Teoria de rede do sistema imune), no qual propôs que 
estruturas formadas pelas regiões variáveis de anticorpos (i. e., 
o idiótipo do anticorpo, p. 70) poderiam reconhecer outras 
regiões variáveis de anticorpos de tal modo que formariam uma 
rede pela associação idiótipo-anti-idiótipo mútua. Como as 
células B usam a molécula de anticorpo como receptor antigê- 
nico, isso propiciaria conectividade entre diferentes clones de 
células B e, portanto, a possibilidade de regulação dos clones 
individuais membros da rede (Figura 10.14). Mais tarde, esse 
conceito foi ampliado para incluir os idiótipos presentes nos 
receptores de células T tanto CD4* quanto CD8*. Não há 
dúvida de que os elementos que podem formar uma rede 
idiotípica são encontrados no corpo, e os autoanti-idiótipos 
surgem durante as respostas induzidas por antígenos. Por 
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Figura 10.13 Regulação da resposta imune. (a) Os anticorpos estimulam respostas imunes por três mecanismos. O primeiro é o 
recobrimento do antígeno para estimular a captação por células apresentadoras de antígeno profissionais do MHC classe Il* e o 
subsequente processamento e apresentação às células T auxiliares; o segundo é a formação de complexos Ac-Ag que se ligam a 
receptores Fc em células dendríticas foliculares para apresentação do antígeno intacto às células B; e o terceiro é a ativação do 
complemento pela via clássica, com consequente geração de C3b, que atua como uma opsonina, e C3d (b), que participa da 
coestimulação das células B. As células T auxiliares (c) auxiliam a ativação das células B e das células T citotóxicas. Em algumas 
circunstâncias, o antígeno estimula preferencialmente as células T reguladoras/supressoras (d), que diminuem as respostas das 
células T e B. Além de ativarem a resposta, os anticorpos também são capazes de diminuir a resposta imune (e) mediante 
facilitação da extinção dos antígenos no corpo, mascaramento de epítopos e, no caso de anticorpos IgG, feedback negativo via 
FoyRIlb nas células B. É claro que o catabolismo (f) do antígeno, tanto pela resposta imune bem-sucedida quanto pelos processos 
normais de degradação no organismo, também extingue a estimulação do sistema imune. 
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Figura 10.14 Regiões variáveis do receptor antigênico conectam linfócitos via interações idiotípicas. Os idiótipos (Id) são 
basicamente “formatos” gerados pelo dobramento das sequências de aminoácidos na região variável do receptor antigênico. Os 
receptores em um linfócito são capazes de reconhecer reciprocamente um idiótipo nos receptores de outro linfócito se houver 
“encaixe” dos dois formatos, assim como na ligação antígeno-anticorpo convencional. Embora sejam interações mútuas entre 
dois idiótipos diferentes, um desses idiótipos costuma ser denominado anti-idiótipo, e o outro, idiótipo. Na prática, ambos são 
idiótipos e anti-idiótipos ao mesmo tempo, um excelente exemplo do enigma do ovo e da galinha! A interação por 
reconhecimento idiótipo-idiótipo pode estimular ou suprimir a atividade dos linfócitos. As interações célula B-célula B, célula 
B-célula T e célula T-célula T são todas possíveis. Por exemplo, as interações célula T-célula T ocorrem pelo reconhecimento 
direto de um receptor de célula T (TCR) pelo outro ou, o que é mais frequente, pelo reconhecimento de um peptídio processado 
do TCR associado ao MHC. Das muitas diferentes estruturas “anti-idiotípicas” possíveis, algumas podem, por acaso, ter um 
idiótipo de formato semelhante ao do antígeno (i. e., oferecer uma imagem interna, representada por uma de nossas próprias 
moléculas, de uma estrutura do mundo externo — por exemplo, o antígeno de um patógeno). Essa situação é ilustrada pelo 
idiótipo “Z” à esquerda da figura, que não só reconhece o idiótipo “X” antígeno-específico, mas também tem uma estrutura 
semelhante à do antígeno reconhecido pelo Id “X”. O idiótipo “Y” à direita da figura também reconhece o idiótipo “X”, mas não 
tem qualquer semelhança com o antígeno. Note que os receptores de diferentes especificidades antigênicas podem, às vezes, 
ter o mesmo idiótipo (denominados idiótipos de reação cruzada) e que a rede pode ser muito mais ampla do que mostra a figura 


com antianti-ld, antiantianti-ld e assim por diante. 


exemplo, algumas linhagens de camundongos tratados com 
vacinas pneumocócicas produzem uma resposta de anticorpos 
contra os grupos fosforilcolina nos quais domina o idiótipo 
codificado pela linhagem germinativa. É possível demonstrar 
ondas de células T15* e anti-T'15 (i. e., autoanti-idiótipo). A 
reatividade anti-idiotípica também foi demonstrada em popu- 
lações de células T por meio de vários sistemas experimentais. 
Os imunologistas ainda discutem o grau de contribuição das 
interações idiotípicas para a regulação das respostas imunes, 
mas é evidente a possibilidade de que essas interações estimu- 
lem e inibam os linfócitos que contribuem para a rede. 


Anti-idiótipos de imagem interna 


Em vista das sequências de aminoácidos quase infinitas, e 
portanto das estruturas, que podem ser geradas nas regiões 
variáveis do anticorpo, é natural que esporadicamente um 


anti-idiótipo tenha formato semelhante ao de um antígeno. 
Desse modo, esses anticorpos às vezes formam uma “imagem 
interna” de um antígeno externo em que um componente de 
nosso próprio corpo (o anti-idiótipo) assemelha-se a uma 
estrutura de um antígeno estranho (Figura 10.14). Como 
sabemos que, em condições adequadas, pode-se usar anti-Id 
como “antígeno” para estimular a produção de anticorpos, 
seria possível usar anti-Id monoclonais de imagem interna 
como antígenos “substitutos” para imunização nos casos em 
que fosse difícil obter o antígeno em grande quantidade — 
por exemplo, antígenos de parasitos como a filária ou antíge- 
nos embrionários fracos associados a alguns cânceres. Outro 
exemplo é o local em que antígenos proteicos obtidos por 
síntese química ou clonagem gênica não se dobram na mesma 
configuração da molécula nativa; isso não é um problema 
com o anti-Id, que, por definição, foi selecionado para ter o 
formato do epítopo antigênico. 
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Figura 10.15 Cruzamento seletivo de indivíduos com alta e baixa respostas de anticorpos. Uma população de base de 
camundongos selvagens (com diversas constituições genéticas e grande variabilidade na resposta de anticorpos) é imunizada com 
hemácias de carneiro (SRBC), um antígeno multideterminante. O título de anticorpos de cada camundongo é mostrado por um 
círculo. O macho e a fêmea com títulos máximos de anticorpos (O) foram cruzados e os filhotes foram estimulados com antígeno. 
Mais uma vez, os animais que tiveram melhor resposta foram cruzados e assim sucessivamente por 20 gerações, quando todos os 
camundongos apresentam alta resposta às SRBC e a vários outros antígenos. O mesmo procedimento foi feito com os animais de 
menor resposta (8), produzindo uma linhagem de baixa resposta. As duas linhagens são comparáveis em relação à capacidade de 
eliminar partículas de carbono ou eritrócitos de carneiro do sangue por fagocitose, mas os macrófagos da linhagem de alta 
resposta são mais eficientes na apresentação do antígeno (veja a p. 208). Por outro lado, os animais de baixa resposta sobrevivem 
melhor à infecção por Salmonella typhimurium e seus macrófagos promovem uma replicação muito mais lenta de Listeria (veja a p. 
335), o que é indicativo de capacidade microbicida intrínseca mais agressiva do macrófago. 


Influência de fatores genéticos 


Alguns genes afetam a capacidade geral 
de resposta 


Biozzi e colegas mostraram que é possível fazer a reprodução 
seletiva de camundongos com alta ou baixa resposta de 
anticorpos ao longo de várias gerações para obter duas linha- 
gens, uma que sempre produz altos títulos de anticorpos 
contra vários antígenos e a outra com títulos relativamente 
baixos de anticorpos (Figura 10.15). Dos cerca de 10 loci 
genéticos diferentes implicados, alguns influenciam a pro- 
liferação e a diferenciação de células T e B, enquanto 
outros afetam a célula dendrítica e o comportamento dos 
macrófagos. 


Os genes dos receptores antigênicos estão 
relacionados com a resposta imune 


Sem dúvida, os genes para Ig e TCR V De J que codificam 
os locais de reconhecimento específicos dos receptores anti- 
génicos dos linfócitos são fundamentais para a resposta 
imune adquirida. No entanto, como os mecanismos de 
geração de diversidade dos receptores a partir dos genes 


disponíveis são muito poderosos (veja a p. 90), é improvável 
que haja imunodeficiência em consequência de um baixo 
repertório de genes de regiões variáveis de TCR ou de Ig. 
Ainda assim, às vezes vemos falhas no repertório decorrentes 
da ausência de um gene; a ausência de resposta ao polímero 
do açúcar al a 6 dextrana é uma característica de animais 
sem determinado gene da imunoglobulina V, e camundon- 
gos que não têm o gene Vo, do TCR são incapazes de 
produzir uma resposta de células T citotóxicas contra o 
antígeno H-Y masculino. 


As respostas imunes são influenciadas pelo MHC 


A empolgação foi grande quando se descobriu que as res- 
postas de anticorpos contra várias substâncias antigenica- 
mente simples e timo-dependentes são determinadas por 
genes mapeados no MHC. Por exemplo, camundongos do 
haplótipo H-2” respondem bem ao polipeptídio ramificado 
sintético (T;G)-A-L, enquanto camundongos H-Z respon- 
dem mal (Tabela 10.1). Afirmou-se que camundongos do 
haplótipo H-2º (i. e., um conjunto específico de genes H-2) 
têm elevada resposta contra (T,G)-A-L porque têm o gene 
da resposta imune (Ir) apropriada. Com outro antígeno 
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Tabela 10.1 Haplótipo H-2 associado a respostas 
imunes altas (Hi), baixas (Lo) e intermediárias (Int) 
contra peptídios sintéticos. (T,G)-A-L, polilisina com 


cadeias laterais polialanina com ligações aleatórias 
com tirosina e glutamina; (H,G)-A-L, o mesmo com 
histidina no lugar da tirosina. 


Antígeno Haplótipo H-2 

b k d a s 
(TG)-A-L Hi Lo Int Lo Lo 
(H,G)-A-L Lo Hi Int Hi Lo 


sintético, (H,G)-A-L, que tem histidina no lugar da tirosina, 
a posição é invertida, os camundongos com “baixa resposta 
a (T,G)-A-L” agora produzem boa resposta de anticorpos e 
os camundongos com “alta resposta a (T,G)-A-L” produzem 
uma resposta fraca, o que demonstra que a capacidade de 
resposta alta ou baixa de determinada linhagem varia com 
o antígeno (Tabela 10.1). Essas relações só são aparentes 
quando se estudam antígenos de estrutura altamente res- 
trita, porque a resposta a cada determinante é controlada 
por um gene Ir e é menos provável que os diferentes deter- 
minantes em um antígeno complexo estejam todos associa- 
dos a genes Ir de resposta sempre alta ou sempre baixa; no 
entanto, embora se esperasse uma média de genes aleatórios 
de respostas alta e baixa, uma vez que não há relação estru- 
tural entre os vários determinantes na maioria dos antígenos 
complexos timo-dependentes, o resultado é distorcido pela 
dominância de um ou mais epítopos (veja a p. 273). 

Com antígenos complexos, na maioria dos casos, mas não 
em todos, a ligação H-2 geralmente só é observada quando a 
dose administrada é tão baixa que só um determinante imu- 
nodominante é reconhecido pelo sistema imune. Desse 
modo, reações controladas por genes do MHC são distintas 
da capacidade geral de resposta a vários antígenos complexos, 
que é uma característica dos camundongos de Biozzi (citados 
anteriormente). 


Tabela 10.2 Mapeamento do gene Ir para respostas 
de (H,G)-A-L por análise de diferentes linhagens 
recombinantes. 


Linhagem Região H-2 Resposta de 
K A E D (H,G)-A-L 

A k k k b Hi 

ATL s k k b Hi 

B.IO.A (4R) k k b b Hi 

BIO b b b b Lo 

ASW s s s s Lo 


Os genes Ir são mapeados na região H-21 do 
camundongo e conirolam a apresentação do 
antígeno às células Tap 


A Tabela 10.2 dá uma ideia do tipo de análise usada para 
mapear os genes Jr. As três linhagens de alta resposta têm 
genes H-2 derivados de linhagens puras prototípicas (B.10 
e A.SW) intercruzadas para produzir recombinações na 
região H-2. Os únicos genes que os camundongos de res- 
posta alta têm em comum são A‘ e D’; como a linhagem 
B.10 que tem o gene D’ responde mal, a alta resposta tem 
de estar associada, nesse caso, à presença de A‘, As moléculas 
da região I (I-A e I-E) são as moléculas do MHC classe II 
murino, e os polimorfismos nesses genes afetam a fenda de 
ligação a peptídios e, portanto, a capacidade de apresentar 
o antígeno às células T auxiliares CD4*. Portanto, eles 
influenciam diretamente a capacidade de resposta ao antí- 
geno dos anticorpos timo-dependentes do camundongo in 
vivo. Na verdade, há boa correlação entre a proliferação de 
células T antígeno-específicas e a capacidade de resposta de 
anticorpos do animal. Isso também explica por que esses 
efeitos do gene H-2 são observados com antígenos de células 
B timo-dependentes, mas não T-independentes. 

Três mecanismos são responsáveis pela alta e baixa capa- 
cidade de resposta relacionada com a classe II: 


1 Anormalidade da apresentação. Em um indivíduo de alta 
resposta, o processamento do antígeno e seu reconheci- 
mento por uma célula T correspondente levam a estimu- 
lação e expansão clonal dos linfócitos (Figura 10.16a). 
Embora haja (e tenha de haver) considerável degeneração 
da especificidade da fenda da classe II para ligação ao 
peptídio, como já mencionado, a variação de alguns resí- 
duos essenciais pode alterar a força de ligação a determi- 
nado peptídio (veja a p. 132) e converter um indivíduo 
de resposta alta em um indivíduo de resposta baixa 
porque o MHC não apresenta o antígeno à célula T 
reativa (Figura 10.16b). Às vezes o processamento natural 
de um antígeno em determinado indivíduo não produz 
um peptídio que se encaixa bem em suas moléculas do 
MHC. Um estudo mostrou que um clone de células T 
citotóxicas restritas ao HLA-A2, que reconheceu os resí- 
duos 58 a 68 da proteína da matriz do vírus influenza A, 
poderia apresentar reação cruzada com células de um 
indivíduo HLA-AG69 pulsadas com o mesmo peptídio; 
apesar disso, o clone não reconheceu células HLA-A69 
infectadas pelo vírus influenza A. É interessante destacar 
que indivíduos com o MHC classe I HLA-A69 desenvol- 
vem imunidade contra um epítopo diferente na mesma 
proteína. 


2 Anormalidade do repertório de células T. As células T com 
afinidade moderada a alta por moléculas do próprio 
MHC e seus complexos com autoantigenos processados 
tornam-se tolerantes (veja a p. 302), assim criando uma 


Linhagem de alta resposta y Linhagem de baixa resposta 


Estimulação 


Peptídio antigênico 


bo 


MHC MHC II 
A + O antígeno não se liga ao MHC 
Antígeno liga-se ao MHC Não hE andona par Kor visto 
lula T vê o antígeno pela célula T 
” Linhagem de baixa resposta 
Timo 

Ausência de 
célula T 


a B a B 
MHC TI MHC 


z 3 5 Peptídio estranho com reat 
Peptídio próprio + MHC induz a cruzad: a 
tolerância da célula T imatura ais Lp 


para ver o antígeno 
r Linhagem de baixa resposta 


Célula T A 
I 
a B 
MHC II 


A célula T vê o antígeno, mas a estimulação é inibida pela célula Treg 


lula T 


“falha” no repertório das células T. Se houver reação 
cruzada, ou seja, semelhança de formato ao nível de reco- 
nhecimento de células T entre um antígeno estranho e 
uma molécula própria que já induziu ausência de reativi- 
dade, o hospedeiro não terá células T específicas para o 
antígeno estranho e, portanto, a resposta será baixa 
(Figura 10.16c). Para dar um exemplo concreto, camun- 


Capítulo 10 | Mecanismos de Controle 285 


Figura 10.16 Diferentes mecanismos podem contribuir para 
a baixa resposta de células T ao antígeno em associação ao 
MHC classe II. (a) Para a ativação de células T CD4*, é 
necessário que o peptídio se ligue com alta afinidade à fenda 
de ligação formada pelos dominios a, e B, de uma molécula do 
MHC classe Il e, depois, que o TCR se ligue ao complexo 
peptídio-MHC. (b) Se o peptídio for incapaz de se ligar à fenda 
do MHC, é claro que não há possibilidade de uma resposta de 
células T. (c) Durante a seleção negativa no timo, as células T 
tornam-se tolerantes a peptídios derivados de antígenos 
próprios e essa tolerância será ampliada para quaisquer 
peptídios semelhantes (de reação cruzada) derivados de 
antígenos estranhos. (d) Mesmo que o peptídio se ligue ao 
MHC e a célula T tenha um TCR apropriado, em algumas 
circunstâncias a capacidade de resposta pode ser bloqueada 
pela presença de células Treg. 


dongos da linhagem DBA/2 respondem bem ao peptídio 
sintético poliglutamil, politirosina (GT), ao contrário dos 
camundongos BALB/c, embora ambos tenham genes 
classe II idênticos. Os blastos de células B de BALB/c 
expressam uma estrutura que simula GT, e a suposição 
seria de que a autotolerância torna esses camundongos 
insensíveis a GT. Isso se confirmou mostrando-se que 
camundongos DBA/2 tornados tolerantes por uma 
pequena quantidade de células hematopoéticas de BALB/c 
passaram da situação de alta resposta para a de baixa 
resposta. Para concluir a história de modo muito satisfa- 
tório, constatou-se priming para GT em camundongos 
DBA/2 que receberam injeção de blastos B de BALB/c, 
induzidos pelo lipopolissacarídio ativador policlonal. 


3 Supressão mediada por células T Gostaríamos de citar mais 
uma vez a supressão transferível que pode ocorrer com 
antígenos relativamente complexos (veja a p. 276), pois 
ilustra a ideia de que a situação de baixa resposta pode 
ser consequência da atividade das células reguladoras 
(Figura 10.16d). A baixa resposta pode ser dominante em 
heterozigotos de classe II, indicando que a supressão pode 
agir contra Th restrita a qualquer outra molécula classe 
II. Nesse aspecto isso é diferente dos modelos 1 e 2 
citados, nos quais a alta resposta é dominante em um 
heterozigoto porque os fatores associados ao gene de 
baixa resposta (anormalidade da apresentação ou anorma- 
lidade do repertório de células T) não influenciam a ati- 
vidade de um gene de alta resposta, quando também 
presente. 

A Figura 10.17 resume as contribuições genéticas para a 
resposta imune. 


Redes imunoneuroendócrinas 
reguladoras 


À medida que nos concentramos cada vez mais nos truques 
do sistema imune, existe o risco de vermos o corpo como um 
conjunto de células mieloides e linfoides que vagam em uma 


286 Fundamentos de Imunologia 


Figura 10.17 Controle genético da resposta imune. Vários 
genes determinam a capacidade de resposta imune, incluindo 
aqueles que se recombinam para gerar os receptores antígeno- 
específicos dos linfócitos, os genes do MHC altamente 
polimórficos e os genes que determinam diversas atividades 
das células do sistema imune. APC, células apresentadoras de 
antígeno profissionais (células dendríticas [DC], macrófagos 
[Mo], células B); PRR, receptores de reconhecimento de 
padrão. 


grande bolsa e de não levarmos em conta a fisiologia integrada 
do organismo. No contexto fisiológico mais amplo, a atenção 
voltou-se cada vez mais para interações entre os sistemas 
imunológico e neuroendócrino. 

As células imunológicas têm os receptores que tornam 
possível receber sinais de uma grande variedade de hormô- 
nios: corticosteroides, insulina, hormônio do crescimento, 
estradiol, testosterona, prolactina, agentes beta-adrenérgicos, 
acetilcolina, endorfinas e encefalinas. De modo geral, os gli- 
cocorticoides e os androgênios deprimem as respostas imunes, 
enquanto os estrogênios, o hormônio do crescimento, a tiro- 
xina e a insulina têm efeito oposto. 


Uma alça de feedback neuroendócrino que afeta 
as respostas imunes 


A secreção de glicocorticoides é uma importante resposta 
aos estresses induzidos por diversos estímulos, como varia- 
ções extremas de temperatura, medo, fome e lesão física. 
Esses hormônios também são liberados em consequência de 
respostas imunes e limitam essas respostas em uma alça de 
feedback neuroendócrino. Assim, a IL-1 (Figura 10.18), a 
IL-6 e o TNF são capazes de estimular a síntese de glico- 
corticoides e fazem isso por intermédio do eixo hipotala- 
mico-hipofisário-suprarrenal. Isso, por sua vez, diminui a 
atividade de Th1 e macrófagos, completando a alça de feed- 
back negativo (Figura 10.19). Embora os glicocorticoides 
também inibam as células Th2, os mecanismos de inibição 
das células Th1 e Th2 são diferentes, e a inibição das células 


Th1 é muito mais potente. Eles reprimem intensamente o 


fator de transcrição T-bet necessário para diferenciação no 
fenótipo Thl, mas inibem com menor veemência o fator de 
transcrição GATA3 necessário para diferenciação em células 
Th2. Os efeitos imunossupressores dos glicocorticoides são 
reforçados pela indução de células T reguladoras. Desse 
modo, a incubação de células dendríticas com o glicocorti- 
coide dexametasona resulta na expressão de GILZ (zíper de 
leucina induzido por glicocorticoide), que leva as células 
dendríticas a promoverem a expressão de Foxp3 em células 
Treg induzíveis. 

Demonstrou-se que a adrenalectomia impede a recupera- 
ção espontânea da encefalomielite alérgica experimental 
(EAE, do inglês, experimental allergic encephalomyelitis). Essa 
doença desmielinizante está associada à paralisia progressiva 
e é provocada por imunização com a proteína básica da 
mielina em adjuvante de Freund completo. É possível blo- 
quear a indução da doença com implantes de corticosterona. 
A recuperação espontânea da EAE em animais intactos está 
associada à dominância de clones específicos para autoantí- 
geno Th2, respaldando a ideia de que os glicocorticoides 
suprimem com maior intensidade as respostas de Thl. 
Portanto, pode-se esperar que indivíduos com predisposição 
genética a altos níveis de glicocorticoides induzidos por 
estresse sejam mais suscetíveis a infecções por patógenos intra- 
celulares como Mycobacterium leprae, que necessitam de imu- 
nidade celular Th1 eficaz para sua erradicação. 

A exposição neonatal à endotoxina bacteriana (LPS) não 
apenas tem influência em longo prazo sobre o desenvolvi- 
mento do sistema endócrino e do sistema nervoso central, 
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Figura 10.18 Aumento dos níveis sanguíneos de ACTH e 
corticosterona em camundongos C3H/HeJ 2 horas após a 
injeção de IL-1 recombinante. Os valores são médias + erro 
padrão da média (SEM) para grupos de sete ou oito camundongos. 
O significado da linhagem de camundongo usada é de que não tem 
receptores para lipopolissacarídio (LPS) bacteriano e, portanto, não 
se podem atribuir os efeitos à contaminação da preparação de 

IL-1 por LPS. (Reproduzida de Besedovsky H., del Rey A., Sorkin E. 
e Dinarello C.A. (1986) Science 233, 652 a 654, com permissão. 
Copyright O 1986 da AMAS.) 


como também afeta muito a predisposição à doença infla- 
matória e, portanto, parece programar ou “reiniciar” o 
desenvolvimento funcional dos sistemas endócrino e imune. 
Assim, na vida adulta, ratos que haviam sido expostos à 
endotoxina durante a primeira semana de vida apresentavam 
maiores níveis basais de corticosterona que animais de con- 
trole e tinham maior aumento dos níveis de corticosterona 
em resposta ao estresse por ruído e uma elevação mais rápida 
dos níveis de corticosterona após estímulo com LPS. 


O efeito do gênero 


As respostas imunes costumam ser mais fortes em indivíduos 
do sexo feminino, que também são muito mais suscetíveis às 
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Figura 10.19 Feedback negativo do glicocorticoide sobre a 
produção de citocinas. É quase certo que existam outros 
circuitos reguladores dependentes de interações 
neuroendócrinas com o sistema imune, uma vez que as células 
linfoides e mieloides em órgãos linfoides primários e 
secundários produzem hormônios e neuropeptídios, e as 
glândulas endócrinas clássicas, além de neurônios e células da 
glia, podem sintetizar citocinas e receptores apropriados. A 
produção de prolactina e seus receptores por células linfoides 
periféricas e timócitos merece atenção. A expressão do receptor 
de prolactina no linfócito aumenta após ativação e, na doença 
autoimune, testemunha os efeitos benéficos da bromocriptina, 
um inibidor da síntese de prolactina, no modelo NZB x NZW de 
lúpus eritematoso sistêmico murino (veja a p. 496). ACTH, 
hormônio adrenocorticotrófico; CRH, hormônio liberador de 
corticotropina. 
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doenças autoimunes, uma questão que será exposta com mais 
detalhes no Capítulo 18. Vale destacar que vários tipos de 
células do sistema imune, entre elas os linfócitos e os macró- 
fagos, têm receptores estrogênicos e androgênicos. Embora 
muitas vezes as pesquisas sobre o papel do estrogênio nas 
respostas imunes tenham levado a dados aparentemente con- 
traditórios, na maioria das vezes ele estimula as respostas dos 
linfócitos. Do mesmo modo, a privação de androgênio indu- 
zida por castração de camundongos machos pós-púberes 
aumenta os níveis de células T em tecidos linfoides secundá- 
rios e estimula a proliferação de células T. 

Embora o estrogênio possa ter efeito benéfico sobre as 
respostas das células T auxiliares, células B e células NKT 
(Figura 10.20), deve-se notar que ele também pode causar a 
expansão de clones de células T CD4'CD25* e que aumenta 
a expressão tanto de Foxp3 quanto de IL-10 nessas células 
supressoras. Já as células NKT produzem níveis muito aumen- 
tados de IFNy quando estimuladas por antígeno na presença 
de concentrações fisiológicas de estrogênio, o que talvez expli- 
que a constatação de que as fêmeas de camundongos produ- 
zem níveis mais altos dessa citocina em resposta ao estímulo 
antigênico. 

O hormônio hipofisário prolactina também estimula 
várias células do sistema imune, entre elas células T, células 
B, células NK, macrófagose células dendríticas. Demonstrou-se 
que aumenta as respostas dos anticorpos tanto por diminui- 
ção da deleção clonal de células B quanto por redução do 
limiar para interromper a anergia em células B, e há relato de 
níveis aumentados desse hormônio em várias doenças autoi- 
munes sistêmicas. 


“Psicoimunologia” 


Os tecidos linfoides primários e secundários são ricamente 
inervados pelo sistema nervoso simpático. A enzima dopa- 
mina B-hidroxilase catalisa a conversão de dopamina em 
norepinefrina (neurotransmissor catecolamina), que é libe- 
rada nesses tecidos por neurônios simpáticos. Camundongos 
nos quais o gene para essa enzima foi deletado por recom- 
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Figura 10.20 Alguns efeitos do estrogênio sobre a função 
dos linfócitos. 
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binação homóloga apresentaram maior suscetibilidade à 
infecção por Mycobacterium tuberculosis e diminuição da 
produção das citocinas IFNy e TNF por Th1 em resposta a 
esse patógeno intracelular. Embora esses animais não apre- 
sentassem anomalias congênitas óbvias do sistema imune, 
também foi constatada diminuição das respostas de Th1 
após imunização desses camundongos com o hapteno TNP 
acoplado a KLH. Essas observações sugerem que a norepi- 
nefrina pode participar da determinação da potência da 
resposta imune. 

A pele desnervada mostra infiltração leucocítica muito 
reduzida em resposta à lesão local, o que implica a partici- 
pação de neurônios cutâneos no recrutamento de leucócitos. 
Os nervos simpáticos que suprem vasos linfáticos e linfono- 
dos participam da regulação do fluxo linfático e podem 
participar do controle da migração de células dendríticas 
com receptores beta-adrenérgicos de locais de inflamação 
para os linfonodos locais. Com frequência, mastócitos e 
nervos têm íntima relação anatômica, e o fator de cresci- 
mento do nervo causa desgranulação dos mastócitos. O 
trato gastrintestinal também tem extensa inervação e grande 
quantidade de células efetoras imunes. Nesse contexto, a 
capacidade da substância P de estimular, e da somatostatina 
de inibir, a proliferação de linfócitos na placa de Peyer pode 
ter significado maior que o trivial. 

Parece haver interação entre inflamação e crescimento do 
nervo em regiões de cicatrização e reparo de feridas. Os mas- 
tócitos costumam ser abundantes, a IL-6 induz o crescimento 
de neuritos e a IL-1 estimula a produção do fator de cresci- 
mento do nervo em explantes de nervo isquiático. A IL-1 
também aumenta o sono de ondas lentas quando introduzida 
no ventrículo lateral do encéfalo, e tanto a IL-1 quanto o 
interferon têm efeitos pirogênicos por sua ação no centro 
controlador da temperatura. 

Embora não esteja claro de que modo esses diversos 
efeitos neuroendócrinos encaixam-se na regulação das res- 
postas imunes, em nível mais fisiológico, o estresse e os 
ritmos circadianos modificam a função do sistema imune. 
Observou-se que fatores como a contenção, o ruído e a 
ansiedade relacionados com o exame influenciam várias fun- 
ções imunes, inclusive a fagocitose, a proliferação de linfó- 
citos, a atividade de células NK e a secreção de IgA. É 
surpreendente que a reação de Mantoux de hipersensibili- 
dade tardia na pele possa ser modificada por hipnose. Uma 
refinada demonstração do controle do sistema nervoso é 
apresentada por estudos que mostram a supressão de respos- 
tas imunes pelo condicionamento de Pavlov. No modelo 
clássico de Pavlov, um estímulo como o alimento, que 
sempre produz determinada resposta, nesse caso a salivação, 
é repetidamente associado a um estímulo neutro que não 
produz a mesma resposta. O estímulo neutro acaba por se 
tornar um estímulo condicional e produz salivação na 
ausência de alimento. Administraram-se aos ratos ciclofos- 
famida (um fármaco imunossupressor) como estímulo 
incondicional e sacarina como estímulo condicional repeti- 


das vezes; em seguida, houve depressão da resposta de anti- 
corpos quando os animais foram estimulados com antígeno 
e apenas com o estímulo condicional, sacarina. À medida 
que se reúnem mais dados, fica mais claro o possível papel 
das redes neuroendócrinas na alergia e nas doenças autoi- 
munes como artrite reumatoide, diabetes tipo 1 e esclerose 
múltipla. 


Efeitos da dieta, dos poluentes 
e do trauma sobre a imunidade 


A desnutrição diminui a eficácia 
da resposta imune 


O grande aumento da suscetibilidade de indivíduos desnutri- 
dos à infecção pode ser atribuído a muitos outros fatores: más 
condições sanitárias e de higiene pessoal, alta densidade 
demográfica e conhecimentos inadequados sobre saúde. Mas, 
além disso, a desnutrição proteico-calórica tem efeitos 
importantes sobre a imunocompetência. A atrofia dissemi- 
nada de tecidos linfoides e a diminuição acentuada das células 
T CD4 circulantes são a base de grave comprometimento da 
imunidade celular. As respostas de anticorpos podem estar 
intactas, mas têm menor afinidade; a fagocitose de bactérias 
é relativamente normal, mas a destruição intracelular subse- 
quente é comprometida. Em geral, as deficiências de pirido- 
xina, ácido fólico e vitaminas C e E acarretam diminuição das 
respostas imunes. 

A deficiência de zinco é bastante interessante, pois reduz 
a atividade do timo e dos hormônios tímicos, desvia o equi- 
líbrio de Th1/Th2 em direção às respostas dominadas por 
Th2, diminui a eficácia da vacinação e leva ao declínio da 
atividade de células fagocitárias e células NK. Enquanto isso, 
a deficiência de ferro compromete a explosão oxidativa em 
neutrófilos, já que o flavocitocromo da NADP oxidase é uma 
enzima que contém ferro. 

É claro que tudo isso tem outro lado, porque a restrição 
moderada da ingestão calórica total e/ou a diminuição 
acentuada da ingestão de gordura proporcionam melhora 
das doenças autoimunes, ao menos em modelos animais. 
Os ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 (PUFA, do 
inglês, polyunsaturated fatty acids), encontrados no óleo de 
peixe, mostraram-se protetores somente em alguns ensaios 
clínicos de pacientes com artrite reumatoide. Talvez esse 
fato não cause tanta surpresa em vista da observação já bem 
consolidada de que os PUFA são capazes de diminuir a 
produção de várias citocinas proinflamatórias, entre elas o 
TNE 


As vitaminas A e D têm 
efeitos imunomoduladores 


O ácido retinoico, um metabólito da vitamina A, estimula 
o desenvolvimento de células T reguladoras e células Th2, 
mas inibe a produção de células Th17. Entre as células que 
produzem ácido retinoico estão as células dendríticas intes- 


tinais, que levam ao imprinting de células T com o receptor 
da quimiocina CCR9, e a integrina a.B;, o ligante para a 
adressina da mucosa MadCAM-1. Essa situação garante que 
os linfécitos apropriados sejam direcionados para os tecidos 
linfoides associados ao intestino. A vitamina D também é 
um importante regulador. É produzida não só pela derme 
tratada com radiação UV, mas também por macrófagos ati- 
vados, e a hipercalcemia associada à sarcoidose é atribuível 
à produção da vitamina por macrófagos nos granulomas 
ativos. Essa vitamina é um potente inibidor da proliferação 
de células T e da produção de citocinas por Th1. Isso gera 
uma perfeita alça de feedback nos locais de inflamação em 
que macrófagos ativados por IFNy produzem vitamina D, 
que suprime as células T mediante produção de interferon. 
Também diminui a apresentação de antígeno por macrófa- 
gos e promove a formação de células gigantes multinuclea- 
das em lesões granulomatosas crônicas. Assim como a 
vitamina A, promove a atividade de Th2, sobretudo nas 
mucosas, estimula a atividade de Treg e diminui a diferen- 
ciação de células Th17: uma vitamina pequena, mas com 
muitas funções. 


Outros fatores 


Em vista da sensibilidade aumentada à importância da con- 
taminação ambiental, é importante monitorar a natureza e 
os níveis de poluição que podem influenciar a imunidade. 
Eis apenas um exemplo: compostos orgânicos poli-haloge- 
nados (como as bifenilas policloradas) impregnam con- 
tinuamente o ambiente e, por serem estáveis e lipofílicos, 
acumulam-se com facilidade na cadeia alimentar 
aquática, onde resistem bastante à decomposição metabó- 
lica. Demonstrou-se que arenques bálticos com níveis rela- 
tivamente altos desses poluentes, quando comparados a 
arenques atlânticos, eram imunotóxicos quando usados para 
alimentar focas cativas, sugerindo um motivo para a enorme 
mortalidade de focas ao longo do litoral noroeste europeu 
causada pela infecção por vírus da cinomose focina, geral- 
mente não virulento, em 1988. 

O politraumatismo, a cirurgia e as grandes quei- 
maduras também causam imunossupressão e, portanto, 
contribuem para o aumento do risco de sepse. Os corti- 
costeroides produzidos em condições estressantes, a pros- 
taglandina E, imunossupressora liberada por tecidos 
lesados e a endotoxina bacteriana decorrente de distúrbios 
da flora intestinal são fatores que influenciam o desfecho 
após traumatismo. 


Efeitos do envelhecimento 


Os idosos são mais suscetíveis à infecção e têm menor resposta 
a vacinas que os jovens. Estimulada pelo aumento da longe- 
vidade, a atenção é concentrada cada vez mais em compreen- 
der o desgaste do sistema imune com a idade. Já existem 
claros indícios do declínio tanto da resposta imune adaptativa 
quanto inata (Figura 10.21). 
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A involução tímica ocorrida na puberdade leva à diminui- 
ção da produção de células T e à redução da produção de 
hormônio tímico. Com o envelhecimento, há um declínio da 
quantidade absoluta de células T e B, mas aumento da quan- 
tidade absoluta de células NK. Embora haja declínio tanto da 
população de células T CD4* quanto de CD8*, talvez as 
alterações mais profundas ocorram no grupo CD8. Depois 
de repetidas divisões as células CD8* perdem a expressão da 
molécula CD28 necessária para coestimulação. Uma vida de 
produção de respostas imunes, associada à diminuição da 
produção tímica já mencionada, acaba por levar à exaustão 
clonal das células T. Essa exaustão é consequência do fato de 
que as respostas dos linfócitos dependem de proliferação 
clonal. Uma célula pode se dividir em um número finito de 
vezes, o limite de Hayflick, e isso está associado ao encurta- 
mento dos telômeros nas extremidades dos cromossomos. 
Uma vez alcançado esse limite, as células chegam à senes- 
cência e não se dividem mais. Os linfócitos senescentes, que 
têm um fenótipo de memória, podem ocupar nichos que 
seriam ocupados por células T proliferativas em respostas a 
infecção. 

Em relação às células B, há declínio da quantidade de 
células e diminuição da capacidade de permuta de classe tanto 
das células B do sangue periférico quanto das esplênicas. 
Linfócitos B isolados de idosos têm níveis reduzidos de citi- 
dina desaminase induzida por ativação, enzima necessária 
tanto para permuta de classe quanto para maturação de afi- 
nidade. Paradoxalmente, há aumento dos níveis não só de 
anticorpos IgM, mas também de IgG e IgA em idosos. No 
entanto, pelo menos alguns desses anticorpos têm afinidade 
relativamente baixa. O aumento do nível total de anticorpos 
IgG e IgA pode refletir a secreção de anticorpos com hiper- 
mutação somática limitada por plasmoblastos da medula 
óssea. 


Diminuem com a idade 


Fagocitose e atividade microbicida 

Células B, afinidade de Ac, permuta de classe 
Direcionamento de células dendríticas 

e apresentação do Ag 
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Aumentam com a idade 
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Figura 10.21 Tendências de alguns parâmetros imunológicos 
com a idade. 
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Em relação às respostas inatas, há diminuição da atividade 
fagocitária tanto de neutrófilos quanto de macrófagos, bem 
como de sua atividade microbicida. As células dendríticas 
parecem ter diminuição tanto da capacidade de se direcionar 
para os linfonodos quanto da capacidade de estimular células 


Controle por antígenos 

E As respostas imunes são estimuladas 
principalmente por antígenos. Quando o nível de 
antígeno cai em razão de uma resposta imune 
eficaz, cai também a intensidade da resposta. 

E Os antígenos podem competir entre si, sobretudo 
em consequência da competição entre peptídios 
processados pelas fendas disponíveis no MHC. 


Controle de feedback por complemento 

e anticorpos 

E Os antígenos recobertos com C3d reforçam as 
respostas de anticorpos por ligação cruzada do 
receptor do complemento CD21 ao BCR. 

E Os anticorpos IgM, IgG e IgE reforçam as 
respostas de anticorpos, seja por ativação do 
complemento pela via clássica (IgM, IgG), seja por 
facilitação da captação de antígeno por APC 
mediada por FcR. 

E A IgG também é capaz de limitar as respostas de 
anticorpos via feedback negativo do FcyRilb 
inibitório em células B e também por efeitos 
independentes de Fc que provavelmente 
implicam o mascaramento de epítopos de modo 
que o antígeno não seja mais visto pelo BCR na 
célula B. 


Regulação de células T 

E As células T ativadas expressam membros da 
família do receptor TNF, inclusive Fas, que atuam 
como receptores de morte e restringem a 
expansão clonal ilimitada mediante promoção da 
morte celular induzida por ativação (AICD). 

E As células T reguladoras (Treg) suprimem a 
atividade das células T auxiliares e citotóxicas, 
bem como das células dendríticas e células B. 

m Uma mesma molécula pode ter epítopos 
supressores e auxiliares. 

E Os efetores da supressão incluem Treg 
CD4*CD25*Foxp3* naturais, originadas 
diretamente no timo, e Treg induzíveis, que só 
expressam Foxp3* depois de ativadas na periferia. 
Ambas parecem agir por intermédio de 
mecanismos dependentes de contato celular. 


T. Nem tudo decai com a idade. As citocinas proinflamató- 
rias, entre elas IL-1, IL-6 e TNE, estão aumentadas e, como 
mencionado, também há aumento da quantidade de células 
NK. No entanto, há diminuição da resposta proliferativa 
dessas células NK à IL-2 e da sua capacidade de destruição. 


E Outros tipos de células T reguladoras secretam 
citocinas imunossupressoras, com as células 
Tri produzindo IL-10 e células Th3 que liberam 
TGFFB. As células T yô imunorreguladoras, as 
células T supressoras CD8* e as células 
supressoras mieloides também contribuem para a 
inibição das respostas imunes. 

E As células Th1 e Th2 inibem-se mutuamente pela 
produção de suas respectivas citocinas, IFNy e 
IL-4/-10. 

E As células Treg e Th17 também exibem relação 
recíproca. O fator de transcrição Foxp3 associado 
à atividade das células T reguladoras bloqueia o 
fator de transcrição RORyt necessário para 
atividade das células Th17. 


Redes de idiótipos 

E Receptores antígeno-específicos em linfócitos são 
capazes de interagir com os idiótipos nos 
receptores de outros linfócitos e formar uma rede 
(Jerne) que pode regular naturalmente as 
respostas imunes. 

m Também é possível demonstrar as interações 
idiotípicas das células T. 

E A rede oferece a possibilidade de intervenção 
terapêutica para manipular a imunidade. 

E É possível usar anti-idiótipos de “imagem interna” 
para simular antígenos. 


Fatores genéticos influenciam a resposta imune 

m Muitos genes controlam a resposta global de 
anticorpos a antígenos complexos: alguns afetam 
o processamento de antígenos por macrófagos e a 
atividade microbicida, enquanto outros afetam a 
velocidade de proliferação de células B 
diferenciadoras. 

m Os genes de imunoglobulinas e TCR são muito 
adaptáveis porque se reorganizam para criar os 
receptores antigênicos, mas pode haver “falhas” 
no repertório. 

E Os genes da resposta imune estão localizados no 
locus do MHC classe Il e controlam as interações 
entre células apresentadoras de antígeno 
profissionais e células T. 


Em A alta e a baixa reatividade ligadas à classe II 
podem ser devidas à anormalidade de 
apresentação pelo MHC, à anormalidade do 
repertório de células T causada por tolerância ao 
MHC + autopeptídios e à supressão de células T. 


Redes imunoneuroendócrinas 

E Os sistemas imunológicos, neurológicos e 
endocrinológicos interagem e formam circuitos 
reguladores. 

m O feedback por citocinas aumenta a produção de 
corticosteroides e é importante porque bloqueia a 
atividade de Th1 e macrófagos. 

E Os estrogênios estimulam as respostas das células 
Te B, mas também promovem a atividade das 
células reguladoras. 


Efeitos da dieta e de outros fatores 

sobre a imunidade 

E A desnutrição proteico-calórica compromete muito 
a imunidade celular e a capacidade microbicida 
dos fagócitos. 

m Tanto o traumatismo quanto a poluição ambiental 
comprometem os mecanismos imunes. 
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E Os ácidos graxos poli-insaturados diminuem a 
produção de citocinas proinflamatórias. Tanto a 
vitamina A quanto a vitamina D estimulam as 
células Th2 e Treg e, portanto, inibem as células 
Thi e Th17, respectivamente. 


O envelhecimento e a resposta imune 

E Os idosos são mais propensos à infecção e têm 
respostas menos eficazes às vacinas. 

E A capacidade das células fagocitárias de englobar 
e destruir microrganismos diminui com a idade, 
assim como a eficiência das células dendríticas no 
direcionamento para os linfonodos e ativação das 
células T. 

E A involugao do timo na puberdade diminui a 
produção de células T. 

E A quantidade de células T CD4*, células T CD8* e 
células B diminui com a idade, embora a 
quantidade de células NK aumente. 

E A concentração de anticorpos circulantes costuma 
estar elevada na idade avançada, mas a afinidade 
desses anticorpos tende a ser bastante baixa. 

m Os níveis das citocinas proinflamatórias TNF, IL-1 e 
IL-6 também aumentam com a idade. 
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Para lembrar 


O sistema imune depende das células das respostas inata e adaptativa. As 
respostas inatas, que não são antígeno-específicas e não têm memória 
imunológica, contam com a participação de neutrófilos, eosinófilos, 
mastócitos, basófilos, monócitos, macrófagos, células NK e vários tipos de 
células dendríticas interdigitadas. Já a resposta adaptativa, altamente 
antígeno-específica, que tem a memória imunológica como característica, 
depende dos linfócitos. Esses linfócitos, que recombinam genes para 
receptores antigênicos com o objetivo de gerar uma incrível diversidade de 
reconhecimento de antígenos, abrangem as células T auxiliares, reguladoras 
e citotóxicas, além das células B produtoras de anticorpos. 


Introdugao 
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Neste capitulo, analisaremos o desenvolvimento (ontogenia) das células do sistema imune no individuo, e a 
evolugao (filogenia) da resposta imune desde espécies primitivas até os mamiferos. 

Praticamente todas as células da resposta imune, com exceção das células dendríticas foliculares, são 
derivadas de células-tronco hematopoéticas pluripotentes. Existem várias vias de diferenciação dessas 
células-tronco, e as células destinadas a se tornarem linfócitos T devem primeiro migrar para o timo. 


Antígenos CD 


A análise das células do sistema imune costuma abranger a 
detecção de moléculas da superfície celular que possibilitam 
aos cientistas diferenciar os tipos celulares. Na verdade, muitas 
vezes a expressão dessas moléculas está associada à diferencia- 
ção das células ao longo das vias de desenvolvimento. Em 
geral, a detecção desses “marcadores de superfície celular” 
requer o uso de anticorpos como sondas de sua expressão. 
Imunologistas dos lugares mais longínquos da Terra que pro- 
duziram anticorpos monoclonais contra moléculas de super- 
fície nas células B e T, macrófagos, neutrófilos, células natural 
killer (NK) e assim por diante, reúnem-se de tempos em 
tempos para comparar as especificidades de seus reagentes em 
seminários internacionais cujo espírito de cooperação deveria 
ser uma lição para a maioria dos políticos. Um grupo de 
anticorpos monoclonais que reagem com o mesmo polipep- 
tídio constitui nitidamente uma série de reagentes definidores 
de determinado marcador e é designado por um número CD 
(cluster de diferenciação) que define o antígeno da superfície 
celular específico reconhecido por esses anticorpos. Em 2011, 
havia 363 antígenos CD específicos, alguns deles subdividi- 
dos em diferentes variantes. A Tabela 11.1 lista os mais rele- 
vantes para nossa discussão. É importante ter em mente que 
o nível de expressão das moléculas da superfície celular 
costuma se alterar quando as células se diferenciam ou são 
ativadas e que existem “subpopulações” de células que expres- 
sam determinadas moléculas de modo diferente. Quando 
expressa em baixo nível, a “presença” ou “ausência” de deter- 
minado antígeno CD pode ser bastante subjetiva, mas tenha 
em mente que o baixo nível de expressão não significa neces- 
sariamente irrelevância biológica. 


Células-tronco hematopoéticas 


A hematopoese origina-se no saco vitelino inicial, mas, à 
medida que a embriogênese avança, essa função é assumida 
pelo fígado do feto e, por fim, pela medula óssea, onde 
continua por toda a vida. A célula-tronco hematopoética 
(HSC, do inglês, hematopoietic stem cell) pluripotente dá 
origem aos eritrócitos (células da série vermelha), leucócitos 
(células da série branca) e megacariócitos, que geram pla- 
quetas. O conjunto desses vários tipos celulares é denomi- 


nado “elementos figurados do sangue” (Figura 11.1). As 
HSC têm capacidade relativamente ilimitada de se renovar 
pela criação de outras células-tronco. Assim, um animal 
pode ser totalmente protegido contra os efeitos letais das 
altas doses de irradiação pela injeção de células da medula 
óssea que repovoarão seus sistemas linfoide e mieloide. A 
capacidade de autorrenovação não é absoluta e diminui com 
a idade, acompanhando o encurtamento dos telômeros 
(p. 50). 

A medula óssea contém no mínimo dois tipos de células- 
tronco, a HSC, já mencionada, e uma população minoritária 
de células-tronco do estroma da medula óssea (também cha- 
madas de células-tronco mesenquimais da medula óssea), que 
dão origem ao estroma da medula óssea e, quando estimula- 
das por sinais apropriados, diferenciam-se em adipócitos 
(células adiposas), osteócitos (células ósseas), condrócitos 
(células cartilaginosas) e, possivelmente, miócitos (células 
musculares) e hepatócitos (células hepáticas). A HSC no 
camundongo é CD34""-, Sca-1*, Thy-1*"", CD38", c-kit 
(CD117)* e lin”, enquanto o fenótipo de superficie da célula 
equivalente no ser humano é CD34*, CD59*, Thy-1*, 
CD133*, CD38'"”, c-kit” e lin”. O fato impressionante é 
que bastam 10 HSC para evitar a morte em camundongos 
SCID que recebem dose letal de irradiação. 

As HSC diferenciam-se no microambiente das células do 
estroma, que produzem vários fatores de crescimento, entre 
eles IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-11, IL-15, G-CSE, 
fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos 
(GM-CSF), fator de células-tronco (SCF), ligante flt3, eritro- 
poetina (EPO), trombopoetina (TPO) e assim por diante. O 
SCF permanece associado à matriz extracelular e atua nas 
células-tronco primitivas por meio de seu receptor, o receptor 
de membrana da tirosinoquinase c-kit, para evitar a apoptose 
das HSC e promover sua sobrevivência. A hematopoese deve 
ser mantida sob controle rigoroso, por exemplo, pelo fator 
transformador de crescimento-B (TGFB), que tem efeito 
citostático sobre as HSC. 

Camundongos com imunodeficiência combinada grave 
(SCID, do inglês, severe combined immunodeficiency) propi- 
ciam um ambiente apropriado para fragmentos de timo e 
fígado de feto humano que, se implantados lado a lado, 
produzem elementos figurados do sangue por 6 a 12 meses. 
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Tabela 11.1 Alguns dos principais marcadores de clusters de diferenciação (CD) em células humanas. A 
seção Browse do banco de dados Human Cell Differentiation Molecules contém uma lista completa: http:// 


www.hcdm.org/MoleculeInformation/tabid/54/Default.aspx. *, ativados; B, linfócitos B; FDC, células dendríticas 
foliculares; G, granulócitos; IDC, células dendriticas interdigitadas; LBP, proteína ligadora de LPS; LPS, 
lipopolissacaridio; Mast, mastócitos; MF, macrófagos; Mo, monócitos; NK, células natural killer; T, linfócitos T. 


cD Expressao Funções 

CD1 IDC, subgrupo B Apresenta o glicolipídio e outros antígenos não peptídicos às células T 
CD2 T, NK Receptor para coestimulador CD58 (LFA-3) 

CD3 T Elementos transdutores do receptor da célula T 

CD4 ioe ie. varia classe II, Receptor para MHC classe Il 

CD5 T, subgrupo B Participa da sinalização de receptor do antígeno 

cD8 T restrita ao MHC classe | Receptor para MHC classe | 

CD14 G, Mo, Mo Receptor para o complexo LPS/LBP 

CD16 G, NK, B, Mọ, IDC FoyRIII (receptor de IgG de média afinidade) 

CD19 B, FDC Parte do complexo receptor do antigeno de células B 

CD20 B Emite sinais para ativação e proliferação de células B 

cD21 B, FDC mae net p vrus ppan aar Parte do complexo 
CD23 B, Mo, FDC FeyRIl (receptor de IgE de baixa afinidade) 

CD25 *T, *B, *Mo, *M® Cadeia a do receptor de IL2 

cD28 TAB Receptor para coestimuladores CD80/CD86 (B7.1 e B7.2) 

CD32 Mo, Mọ, IDC, FDC, G, NK, B FoyRII (receptor de IgG de baixa afinidade) 

CD34 Progenitores Molécula de adesão. Marcador da célula-tronco 

CD40 B, Mô, IDC, FDC Receptor para coestimulador CD154 (CD40L) 

CD45RA a ei gr Fosfatase, ativação celular 

CD45RO Célula T efetora, Mo, MD, IDC Fosfatase, ativação celular 

CD64 Mo, Mọ, DC FcyRI (receptor de IgG de alta afinidade) 

CD79a/CD79b B Elementos transdutores Iga/IgB do receptor de célula B 

CD80 *B, *T, MD, DC Receptor B7.1 para coestimulador CD28 e para sinal inibidor CTLA4 
CD86 B, IDC, Mo Receptor B7.2 para coestimulador CD28 e para sinal inibidor CTLA4 
CD95 Difusa Receptor Fas para FasL (CD178). Transmite sinais apoptóticos 


tores das células T CD 44° c-kit chegam da medula óssea em 
ondas de imigração que parecem controladas pela acessibilidade 


O timo proporciona o ambiente para 
diferenciação das células T 


de nichos de desenvolvimento no timo. Há interações sutis 
O timo é organizado em uma série de lóbulos formados por a K a 

ii puso mani vio entre as proteínas da matriz extracelular e várias moléculas de 
redes de células epiteliais cuja origem embriológica é uma 
Ade 2 x = P adesão/direcionamento que, além de CD44, incluem a inte- 
evaginação do endoderma intestinal da terceira bolsa faringea ` 53 y i ee 
e que formam zonas corticais e medulares bem definidas 84 As laminina-específica. Diversas quimiocinas também 


(Figura 11.2). Essa estrutura de células epiteliais assegura o 
microambiente para diferenciação das células T. Tanto em 
camundongos recém-nascidos quanto em adultos, os progeni- 


têm papel essencial, e CXCL12 (fator 1 derivado das células do 
estroma, SDF-1) é um quimioatraente das células progenitoras 
CXCR4* particularmente potente no ser humano. 


TPO 


o, 
ose 


o 


mDC Mast 
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NK 
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Figura 11.1 Célula-tronco hematopoética pluripotencial e seus descendentes que se diferenciam sob a influência de uma série 
de citocinas e fatores do crescimento solúveis no microambiente da medula óssea. A expressão de vários fatores de transcrição 
nuclear (não mostrados) direciona o processo de diferenciação. Por exemplo, o gene /karos codifica um fator de transcrição com 
dedos de zinco essencial para estimular a transformação de um precursor mieloide/linfoide comum em um progenitor com restrição 
linfoide que dá origem às células T, B e NK. Fatores de crescimento/citocinas: EPO, eritropoetina; FIt3L, ligante da tirosinoquinase 

3 semelhante a FMS; G-CSF, fator estimulador de colônias de granulócitos; GM-CSF, fator estimulador de colônias de granulócitos- 
macrófagos (assim denominado porque promove a formação de colônias mistas desses dois tipos celulares a partir dos progenitores 
da medula óssea, seja em cultura de tecido, seja por transferência para um receptor irradiado, caso em que aparecem no baço); IL-3, 
interleucina-3 (com frequência, denominada multi-CSF porque estimula progenitores de plaquetas, eritrócitos, todos os tipos de células 
mieloides e também células dendríticas plasmacitoides); M-CSF, fator estimulador de colônias de monócitos; SCF, fator de células- 
tronco; TPO, trombopoetina. Células: B1 e B2, subpopulações de células B; Baso, basófilo; EB, eritroblasto, CLP progenitor linfoide 
comum; CMP progenitor mieloide comum; Eosino, eosinófilo; GP progenitor de granulócitos; HSC, célula-tronco hematopoética, MD, 


macrófago; Mast, mastócito; mDC, célula dendrítica mieloide; MKC, 


megacariócito; MP, progenitor de monócito/macrófago/DC; Neutro, 


neutrófilo; NK, natural killer; Plt, plaquetas; pDC, célula dendrítica plasmacitoide; Hc, hemácia. 


Hormônios tímicos 


As células epiteliais tímicas produzem uma série de hormô- 
nios peptídicos capazes de promover o surgimento de mar- 
cadores de diferenciação das células T e várias funções de 
células T em cultura com células da medula óssea in vitro. 
Os níveis circulantes desses hormônios in vivo diminuem a 
partir da puberdade e alcançam níveis mínimos por volta dos 
60 anos. Vários deles foram bem caracterizados e sequencia- 
dos, entre eles a timulina, a timosina a, o fator humoral 
tímico (THE, do inglês, thymic humoral factor) e a timopoe- 
tina (e seu pentapeptídio ativo timopontina, TP-5). Desses, 


apenas a timulina tem origem exclusivamente tímica. Esse 
nonapeptídio zinco-dependente tende a normalizar o equilí- 
brio das respostas imunes: restaura a avidez dos anticorpos e 
a produção de anticorpos em camundongos idosos e ainda 
estimula a atividade supressora em animais com anemia 
hemolítica autoimune induzida por hemácias de rato com 
reação cruzada (veja a p. 507). A timulina pode ser conside- 
rada um hormônio verdadeiro, secretado pelo timo de modo 
controlado e que atua em local distante do timo como um 
imunorregulador fisiológico sensível que contribui para a 
manutenção da homeostase do subgrupo de células T. 
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Figura 11.2 O timo. (a) O timo é parcialmente dividido em lóbulos por septos de tecido conjuntivo. Note a zona cortical externa 
bem definida e a medula interna visível em cada lóbulo. (Gentilmente cedida por Rand S. Swenson, Dartmouth Medical School, 
http://www.dartmouth.edu/~anatomy/Histo). (b) Características celulares de um lóbulo do timo. Veja descrição no texto. (Adaptada 
de Hood L.E., Weissman I.L., Wood W.B. & Wilson J.H. (1984) Immunology, 2º ed., p. 261. Benjamin Cummings, Califórnia.) 


Interações celulares no timo 


Células epiteliais grandes especializadas na zona cortical 
externa, conhecidas como células “nutridoras” (Figura 11.2b), 
estão associadas a grande quantidade de linfócitos dentro das 
bolsas produzidas pelas longas extensões de membrana dessas 
células. As células epiteliais da zona cortical profunda têm 
processos ramificados, ricos em MHC classe II, e conectam-se 
por junções celulares especializadas chamadas desmossomos 
para formar uma rede que os linfócitos corticais têm de atra- 
vessar no trajeto até a medula. Os linfócitos corticais estão 
aglomerados densamente em comparação com os linfócitos 
na medula (Figura 11.2a), muitos estão se dividindo e grande 
quantidade deles está sofrendo apoptose. No trajeto até a 
medula, os linfócitos atravessam um cordão de macrófagos 
“sentinela” na junção corticomedular. Células dendríticas 
derivadas da medula óssea são encontradas na medula e as 
células epiteliais têm processos mais largos que as células 
corticais e expressam altos níveis de MHC classes I e II. 
Células epiteliais queratinizadas e espiraladas na medula 
formam os corpúsculos de Hassall muito característicos 
(Figura 11.2b) e adorados pelos histopatologistas. Essas estru- 
turas fazem parte de um sistema de descarte dos timócitos 
que estão morrendo, talvez depois da fagocitose por células 
dendríticas, e são o único local onde são encontradas células 
apoptóticas na medula. 

Há uma relação muito complexa com os sistemas nervoso 
e endócrino; o timo é ricamente inervado por fibras adre- 
nérgicas e colinérgicas. Tanto timócitos quanto células do 


estroma tímico expressam receptores para vários neurotrans- 
missores e neuropeptidios. A somatostatina é expressa por 
células tímicas corticais e medulares e induz a migração de 
timócitos que expressam o receptor para esse neuropeptídio. 
Hormônios glicocorticoides, como a hidrocortisona (corti- 
sol) e a cortisona, são classicamente associados à suprarrenal, 
mas também são produzidos por células epiteliais tímicas. 
Durante situações de estresse, a secreção desses hormônios 
aumenta e tem efeito direto de involução tímica e apoptose 
de timócitos. Os hormônios sexuais testosterona, estrogênio 
e progesterona também promovem a involução tímica. 

No ser humano a involução tímica começa naturalmente 
nos primeiros 12 meses de vida, com a diminuição do espaço 
epitelial tímico, no qual são geradas as células T. Esse declínio 
continua ao longo de toda a vida, com redução estimada na 
meia-idade (35 a 45 anos) de cerca de 3% ao ano e depois de 
1% ao ano. Na verdade, a produção de células T é maior nos 
12 primeiros meses de vida. O tamanho do órgão não reflete 
essas alterações porque há substituição por tecido conjuntivo 
e adiposo. De certo modo, o timo é progressivamente descar- 
tável porque, como veremos, cria um pool de células T peri- 
féricas de longa duração que possibilita ao hospedeiro resistir 
sem que haja perda catastrófica da função imunológica — 
compare os efeitos mínimos da timectomia em adultos e a 
influência drástica no recém-nascido (Marco histórico 
11.1). Ainda assim, o timo do adulto preserva tecido corti- 
comedular residual contendo uma variedade normal de sub- 
grupos de timócitos com amplo espectro de rearranjos do 
gene do TCR. Os pacientes adultos tratados com medula 
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9 Marco histórico 11.1 A função imunológica do timo 


Ludwig Gross constatou que um tipo de leucemia do 
camundongo poderia ser induzido em linhagens com baixo 
indice de leucemia mediante inoculação de tecido 
leucêmico filtrado de linhagens com alto índice de leucemia, 
desde que isso fosse feito no período neonatal imediato. 
Como era conhecida a participação do timo no processo 
leucêmico, Jacques Miller decidiu testar a hipótese de que 
o vírus de Gross só poderia se multiplicar no timo neonatal 
por infecção de camundongos com baixo índice de 
leucemia timectomizados no período neonatal. Os 
resultados foram compatíveis com essa hipótese, mas, 
estranhamente, animais de uma linhagem morreram de uma 
doença consumptiva que, segundo Miller deduziu, poderia 
ter sido causada por suscetibilidade a infecções, já que a 
quantidade de camundongos mortos diminuiu quando eles 
foram transferidos de estábulos reformados usados como 
biotério para locais “mais limpos”. 

A necropsia mostrou que os animais tinham atrofia do 
tecido linfoide e baixos níveis sanguíneos de linfócitos; 
portanto, Miller decidiu testar sua imunocompetência antes 
do início da doença consumptiva. Constatou, com grande 
assombro, que os enxertos cutâneos, até mesmo de ratos 
(Figura M11.1.1) e de outras linhagens de camundongos, 
foram totalmente aceitos. Esses fenômenos não foram 
induzidos por timectomia em idade mais avançada e, ao 


óssea depletada de células T ou células-tronco hematopoéticas 
do sangue periférico após terapia ablativa são capazes de gerar 
novas células T virgens (naive) em velocidade inversamente 
proporcional à sua idade. Essas observações comprovam a 
geração de novas células T' na vida adulta, embora em menor 
velocidade que nos primeiros anos de vida. 


As células-tronco da medula óssea tornam-se 
células T imunocompetentes no timo 


As evidências disso vêm de experiências de reconstituição de 
hospedeiros irradiados. Um animal irradiado é recuperado 
por transplantes de medula óssea graças à restituição imediata 
de precursores dos granulócitos; em longo prazo, também por 
reconstituição das células T e B destruídas pela radiação. No 
entanto, se o animal for submetido a timectomia antes da 
irradiação, as células da medula óssea não reconstituem a 
população de linfócitos T (veja a Figura 6.42). 

Por volta do 11º ao 12º dia no embrião de camundongo, 
células-tronco linfoblastoides da medula óssea começam a 
colonizar a periferia do rudimento epitelial do timo. A reti- 
rada do timo nesse estágio e a incubação em cultura de órgão 
geram uma variedade completa de linfócitos T maduros. Essa 
geração não é observada quando se cultivam timos com 
10 dias e mostra que os colonizadores linfoblastoides dão 
origem à prole de pequenos linfócitos imunocompetentes. 


relatar os resultados preliminares em 1961 (Miller J.FA.P, 
Lancet ii, 748-749), Miller sugeriu que “durante a 
embriogénese, o timo produziria os geradores das células 
imunologicamente competentes, e muitos deles teriam 
migrado para outros locais na época do nascimento.” Em 
suma, um excelente exemplo do método científico e sua 
aplicação por um cientista de primeira classe. 


Figura M11.1.1 Aceitação de enxerto cutâneo de rato por 
camundongo submetido a timectomia no período neonatal. 


Ontogenia das células T 


A diferenciação é acompanhada de alterações 
nos marcadores de superfície 


Os progenitores das células T oriundos da medula óssea 
entram no timo através de vênulas na junção corticomedular. 
As células T em desenvolvimento no timo são denominadas 
timócitos. Os timócitos recém-chegados não têm os correcep- 
tores CD4 e CD8 e, portanto, são denominados células 
duplo-negativas (DN) (Figura 11.3). No entanto, expressam 
o receptor de quimiocina CCR7 e, sob a influência de qui- 
miocinas como CCL19 e CCL21, migram através da zona 
cortical tímica em direção à zona subcapsular externa antes 
de expressarem um TCR gerado aleatoriamente e também 
ativam a expressão de CD4 e CD8 para se tornarem células 
duplo-positivas (DP). Em seguida, passam por um processo 
denominado educação tímica, que consta de duas etapas — 
seleção positiva e seleção negativa (Figura 11.3) — para 
garantir que as células positivas simples (SP) CD4 ou CD8 
que saem do timo tenham um TCR que reconheça peptídios 
derivados de antígenos estranhos apresentados por variantes 
do MHC do próprio indivíduo. 

Os primeiros desses progenitores, as células DN1 (Figura 
11.4), preservam a pluripotencialidade, ainda expressam o 
marcador de células-tronco CD34 e também expressam 
altos níveis da molécula de adesão CD44 e o receptor do 
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Figura 11.3 Educação tímica. Após recombinação produtiva dos genes das cadeias a e B do receptor de célula T (TCR), as 
células expressam um TCR da superfície celular juntamente com CD4 e CD8 e se tornam células duplo-positivas (DP). A seleção 
positiva em células epiteliais tímicas (TEC) que expressam tanto MHC classe | quanto MHC classe II salva as células de uma via de 
apoptose “predeterminada”, que ocorreria por negligência dessas células. Desde que tenham gerado um TCR capaz de reconhecer 
o MHC “próprio” com afinidade baixa ou intermediária, elas são salvas da negligência, e essas células recuperadas são protegidas 
contra apoptose, a menos que sofram seleção negativa por interação de alta afinidade de seu TCR com o MHC próprio ou com o 
MHC próprio + peptídios próprios presentes em células dendríticas (DC) e macrófagos (MW). Portanto, as células T positivas 
simples CD4*CD8- e CD4-CD8* saídas do timo têm um TCR com potencial de detectar peptídios estranhos apresentados por MHC 


“próprio”. 


fator de células-tronco (SCF) (c-kit, CD117) (p. 293). À 
medida que amadurecem e dão origem às células DN2, 
deixam de expressar CD34 e começam a expressar a cadeia 
a do receptor de IL-2 (CD25). Essas células são restritas à 
produção de células T e células dendríticas linfoides. O 
desenvolvimento de células T é muito comprometido em 
camundongos knockout Notch-1”, já que a sinalização de 
Notch-1 é necessária para o comprometimento das células 
DN1 e DN2 com a linhagem de células T. Na verdade, os 
ligantes de Notch-1, com os nomes bem exóticos de Jagged- 
1, Jagged-2, 5-like-1 e 5-like-4, são expressos em células 
epiteliais tímicas de modo altamente regulado. A diferencia- 
ção complementar em células DN3 e a diminuição da 
expressão de CCR7 acompanham a chegada à zona subcap- 
sular. A expressão transitória dos genes ativadores da recom- 
binase RAG-1 e RAG-2, juntamente com um aumento da 
acessibilidade da cromatina, possibilita a recombinação dos 
genes das cadeias y e 5 do TCR ou da cadeia B do TCR 
durante os estágios DN2 e DN3, resultando em compro- 
metimento com a linhagem de células T. A expressão de 
CD3, o complexo transdutor de sinal invariável do TCR, 
ocorre nesse estágio, enquanto há perda das moléculas de 
CD44 e c-kit. As células T yô são originadas nesse ponto. 
A perda de CD25 significa a passagem de precursores de 
células T af para a população DN4, que depois se diferen- 
cia nos timócitos duplo-positivos (DP) CD4* (marcador 


para reconhecimento do MCH classe II) e CD8* (reconhe- 
cimento de classe I), O rearranjo dos genes da cadeia œ do 
TCR ocorre quando RAG-1 e RAG-2 são mais uma vez 
expressos de modo transitório logo após a expressão de CD4 
e CD8. Em seguida, os timócitos DP começam a reexpressar 
altas quantidades de CCR7, o que ocasiona sua migração 
de volta através da cortical, por fim atravessando a junção 
corticomedular e chegando à medula. Os marcadores CD4 
e CD8 das células T são segregados ao mesmo tempo em 
que há diferenciação em populações imunocompetentes dis- 
tintas de precursores de células T positivos simples (SP) 
CD4' (principalmente células T auxiliares) e CD8* (prin- 
cipalmente citotóxicas). 

Além dos fatores citados, o desenvolvimento dos timóci- 
tos depende muito de IL-7, produzida no local pelas células 
epiteliais tímicas e necessária para a transição para o estágio 
DN3. A sinalização pelo receptor de IL-7 e c-kit também 
ajuda a estimular a extensa proliferação inicial que ocorre em 
timócitos antes do rearranjo dos genes do TCR, e a linfopoe- 
tina do estroma tímico (TSLP, do inglês, thymic stromal lym- 
phopoietin) atua como ligante adicional para a cadeia a do 
receptor de IL-7. SCE, IL-7 e TSLP são auxiliados e estimu- 
lados nessa tarefa por moléculas solúveis da familia Wnt 
produzidas pelo epitélio tímico e reconhecidas por complexos 
receptores nos timócitos constituídos dos receptores da 
família Frizzled juntamente com as proteínas relacionadas 
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Figura 11.4 Diferenciação de células T no timo. Os precursores das células T oriundos da medula óssea entram no timo através 
de vasos sanguíneos na junção corticomedular. A transição entre as diferentes populações de precursores de células T CD4-CD8- 
(duplo negativas, DN) no timo é caracterizada pela expressão diferencial de CD44, CD25, c-kit e CD24. As células DN3 são 
incapazes de avançar para o estágio DN4, a menos que haja rearranjo de um de seus dois /oci do gene da cadeia B do receptor da 
célula T (TCR). O rearranjo bem-sucedido da cadeia a do TCR para formar o receptor maduro é obrigatório para a diferenciação 
além do estágio CD4*CDB* inicial (duplo-positivo, DP). As células T duplo-positivas que têm um TCR af são submetidas à seleção 
positiva e negativa, as células T “inúteis” (i. e., incapazes de reconhecer o MHC próprio) que morrem por negligência durante a 
seleção positiva e as células autorreativas selecionadas negativamente são indicadas pela cor cinza. As células autorreativas com 
especificidade para autoantígenos próprios não expressos no timo podem ser tolerizadas por contato periférico extratímico com 
antígeno. As células T yô, que se desenvolvem a partir de precursores das células T DN3, parecem reconhecer diretamente o 
antígeno, de modo análogo às moléculas de anticorpos nas células B, embora algumas possam ser restritas por moléculas não 
clássicas semelhantes ao MHC. Os detalhes e a localização dos processos de seleção positiva e negativa para células T yë não são 
bem caracterizados. As células NKT, não mostradas no diagrama a bem da clareza, originam-se de células T duplo-positivas para 
se tornarem células CD4*CD8, CD4CD8* ou CD4 CD& que têm um TCR af invariável e o marcador NK1.1 (veja a p. 139). Em 
geral, elas reconhecem antígenos apresentados por CD1d. 


Reconhecimento 
direto de antígeno 
ou restrito ao MHC 
não clássico 


Restritoà Restrito à 


Periferia classe II classe | 


Célula T 
imuno- 
competentes 


com o receptor da lipoproteina de baixa densidade LRP5 ou 
LRP6. Essa estimulação também ajuda a diferenciação de 
timócitos e aumenta a expressão de moléculas de adesão 
necessárias para a migração ordenada no timo dos timócitos 
sensíveis à quimiocina. As células yô continuam duplo-nega- 
tivas, i. e., CD48", exceto por um pequeno subgrupo que 
expressa CD8. 


Os fatores que determinam se as células duplo-positivas 
tornam-se células positivas simples CD4* com restrição à 
classe II ou células CD8* com restrição à classe I no timo 
ainda não foram bem esclarecidos. Foram propostas duas 
situações principais. A hipótese estocástica/de seleção sugere 
que a expressão do correceptor CD4 ou CD8 é desativada 
aleatoriamente e que são selecionadas para sobreviver as 
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células que têm uma combinação TCR-correceptor capaz de 
reconhecer um peptídio-MHC apropriado. Por outro lado, a 
hipótese instrutiva afirma que a interação do TCR com o 
peptídio-MHC produz sinais que instruem as células T a 
desativar a expressão do correceptor “inútil” incapaz de reco- 
nhecer aquela determinada classe do MHC. Para conciliar a 
existência de dados que apoiam as duas hipóteses, apresenta- 
ram-se vários outros modelos, inclusive propostas de que a 
maior intensidade do sinal ou a maior duração do sinal 
favoreça o desenvolvimento de células CD4. Esses vários 
modelos ainda são discutidos pela comunidade imunológica. 
O que está bem claro, porém, é que a expressão dos fatores 
de transcrição Th-POK, TOX e GATA-3 é importante para 
o desenvolvimento de células T CD4*, enquanto a produção 
do fator de transcrição RUNX3 favorece o desenvolvimento 
de células T CD8*. 


As células NKT constituem um subgrupo distinto 
de células T aß 


Essas células, que se originam de células T convencionais no 
estágio duplo-positivo do desenvolvimento dos timócitos, 
expressam marcadores associados às células T e NK, como um 
TCR e o receptor tipo lectina C NK1.1, respectivamente. O 
TCR das células NKT é composto principalmente de uma 
cadeia O invariável de TCR (Va14Ja18 em camundongos, 
Va.24]18 em seres humanos) juntamente com uma cadeia B 
VB8 (de camundongo) ou VB11 (humana). Elas reconhecem 
glicolipídios como a isoglobotriexosilceramida (iGb3) lisossô- 
mica endógena e o antígeno microbiano manosídio de fosfati- 
dilinositol das micobactérias. Esses antígenos são apresentados 
ao TCR invariável pela molécula não polimórfica CD1d seme- 
lhante ao MHC classe I, e quanto ativadas, as células NKT 
secretam grande quantidade de citocinas, incluindo IFNy e 
IL-4, ou seja, citocinas tipo Th1 e Th2. Propôs-se que as células 
NKT podem agir basicamente como células reguladoras. 


Rearranjo do receptor 


É necessário o rearranjo dos genes da região V D e J para 
gerar o TCR (veja a p. 89). No 15º dia do desenvolvimento 
fetal, podem-se detectar células com TCR yò no timo do 
camundongo, logo seguidas pelo surgimento de uma versão 
“pré-TCR” do TCR af. Os sinais Notch-1 (de novo!) 
parecem participar do comprometimento da linhagem aß 
versus YS, embora ainda seja necessário esclarecer os 


detalhes. 


O desenvolvimento de receptores aß 


Em geral, o gene da cadeia B do TCR é rearranjado no estágio 
DN3 e associa-se a uma cadeia pré-. invariável, pTa, para 
formar um “pré-TCR”, sendo necessário o rearranjo funcional 
da cadeia B para transição para o estágio DN4 (Figura 11.4). A 
sinalização por meio do pré-TCR é independente do ligante e as 
moléculas pré-TCR têm como alvo inerente as balsas lipídicas. 
A ativação das cascatas de sinalização com participação das vias 


de Ras/MAPK e fosfolipase Cy1 recruta Ets-1 e outros fatores 
de transcrição, estimulando a proliferação e a diferenciação de 
células DN3 em DN4 e, depois, em células DP além de mediar 
a inibição por feedback do rearranjo adicional do gene VB do 
TCR. O desenvolvimento subsequente de células pré-T' requer 
o rearranjo dos segmentos do gene Vat, assim possibilitando a 
formação do TCR aß maduro. 

O rearranjo dos genes VB na cromátide-irmã é suprimido 
após a expressão do pré-TCR (lembre que cada célula tem 
dois cromossomos para cada cluster a e B). Assim, cada célula 
só expressa uma cadeia B do TCR, e o processo de supressão 
dos genes homólogos na cromátide-irmá é chamado de exclu- 
são alélica. Essa exclusão é ao menos em parte causada pela 
metilação de histonas que mantém uma estrutura de croma- 
tina fechada, o que impede o acesso das recombinases aos 
segmentos do gene do TCR no alelo excluído. 

As cadeias © nem sempre são excluídas de modo alélico, 
fazendo com que muitas células T imaturas no timo tenham 
dois receptores antígeno-específicos, cada um com sua 
própria cadeia ©, mas com uma cadeia B em comum. No 
entanto, geralmente há perda da expressão de uma das 
cadeias œ durante a maturação das células T, deixando a 
célula com uma só especificidade do TCR aß. Todavia, cerca 
de 1% a 8% das células T periféricas em camundongos e 
seres humanos têm TCR na superfície celular com a mesma 
cadeia B, mas podem empregar uma entre duas cadeias a 
diferentes. Essas células T de dupla especificidade podem 
ampliar o repertório de TCR para incluir o reconhecimento 
de peptídios antigênicos estranhos que, caso contrário, não 
seriam selecionados no timo. 


O desenvolvimento de receptores yô 


Ao contrário do TCR aß, em muitos casos o TCR yô parece 
capaz de se ligar diretamente ao antígeno sem necessidade de 
apresentação do antígeno por moléculas do MHC ou seme- 
lhantes ao MHC, ou seja, há reconhecimento direto do anti- 
geno, de modo similar ao que faz o anticorpo. A linhagem yô 
não produz um “pré-receptor”, e camundongos que expres- 
sam transgenes y e Ô rearranjados não rearranjam mais os 
segmentos gênicos y ou 5, indicando exclusão alélica de genes 
da cromátide-irmá. 

As células T y no camundongo, ao contrário do ser 
humano, predominam em associação com células epiteliais. 
Uma característica curiosa das células que saem do timo fetal 
é a restrição no uso do gene V. Praticamente toda a primeira 
onda de células yô fetais expressa Vy5 e coloniza a pele; a 
segunda onda usa predominantemente Vy6 e semeia o útero 
na fêmea. Na vida adulta, a diversidade de receptores é muito 
maior em razão do alto grau de variação juncional (veja a 
p- 93), embora as células intraepiteliais no intestino usem pre- 
ferencialmente Vy4 e as células do tecido linfoide encapsulado 
tendam a expressar Vy4, Vy1,1 e Vy2. Cabe destacar que, só 
para confundir, há outras nomenclaturas em uso de numeração 
dos genes Vy murinos. O grupo Vy na pele prolifera com 
rapidez e secreta IL-2 quando exposto a queratinócitos subme- 


tidos a altas temperaturas, indicando um papel na vigilância de 
sinais de traumatismo. As células T yò no tecido linfoide peri- 
férico respondem bem ao antígeno da tuberculose PPD (“deri- 
vado proteico purificado”) e aos epitopos conservados de 
micobactérias e da proteína do choque térmico hsp65 própria. 
No entanto, evidências de camundongos knockout para TCR 
Yô sugerem que, no adulto, as células T yò geralmente podem 
contribuir pouco para a proteção patógeno-específica. Portanto, 
propés-se que seu papel primário pode ser a regulação de 
células T af, com a maioria das células T yò desviadas para 
um padrão de secreção de citocinas Th1. 

Há dois subgrupos y principais no ser humano, Vy9,Vô2 
e Vy1,V82. O grupo Vy9 eleva-se de 25% do total de células 
yö no sangue do cordão para cerca de 70% no sangue do 
adulto; ao mesmo tempo, a proporção de Vy1 cai de 50% 
para menos de 30%. A maior parte do grupo Vy9 tem o 
fenótipo de memória ativado CD45RO, provavelmente em 
razão da estimulação por ligantes comuns para o TCR 
Vy9,Vô2, como os componentes antigênicos de fostato não 
proteicos das micobactérias, Plasmodium falciparum e o supe- 
rantígeno enterotoxina A estafilocócica. 


As células são selecionadas positivamente para 
restrição ao MHC próprio no timo 


A capacidade das células T de reconhecer peptídios antigêni- 
cos em associação ao MHC próprio é desenvolvida no timo. 
Se um animal F1 (H-2* x H-2°) é sensibilizado a um antígeno, 
as células T sensibilizadas (primed) são capazes de reconhecer 
esse antígeno em células de apresentação de haplótipo H-2' 
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ou H-Ž, ou seja, são capazes de usar o haplótipo de qualquer 
um dos genitores como elemento de restrição do reconheci- 
mento. No entanto, se células da medula óssea do F1 (H-2* 
x H-2º) forem usadas para reconstituir um F1 irradiado que 
anteriormente foi timectomizado e tratado com timo H-2*, 
as células T sensibilizadas no período subsequente só reconhe- 
cem antígenos no contexto de H-2*, não de H-2° (Figura 11.5). 
Assim, o fenótipo do timo é o responsável pelo imprinting 
da restrição H-2 nas células T em diferenciação. 

A Figura 11.5 também mostra que a incubação do enxerto 
de timo com desoxiguanosina, que destrói as células da linha- 
gem de macrófagos e células dendríticas, não influencia o 
imprinting, sugerindo que essa função é realizada por células 
epiteliais. A confirmação disso provém de um estudo que 
mostra que camundongos H-2 que foram submetidos a irra- 
diação letal, reconstituídos com medula óssea do F1 (b x k) 
e, depois, receberam injeção intratímica de linhagen de células 
epiteliais tímicas H-2°, desenvolveram células T restritas ao 
haplótipo 4. As células epiteliais são ricas tanto em moléculas 
de superfície do MHC classe I quanto classe II, e a visão atual 
é que células T duplo-positivas (CD4*8*) com receptores que 
reconhecem o MHC próprio nas células epiteliais são selecio- 
nadas positivamente para diferenciação em células positivas 
simples CD48” ou CD4°8’. Os dados provêm principal- 
mente de estudos em camundongos transgênicos. Como essa 
é uma área de investigação muito ativa, gostaríamos de citar 
alguns exemplos experimentais, que podem ser um tanto com- 
plexos para leitores que não são profissionais da área. 

Um estudo muito sofisticado começa com um clone de 
células T citotóxicas produzidas em fêmeas H-2º contra 
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Figura 11.5 Imprinting de restrição das células T auxiliares H-2 pelo haplótipo do timo. Os camundongos hospedeiros eram F1 
resultantes de cruzamentos entre linhagens de haplótipo H-2º e H-2*. Eles foram submetidos a timectomia e a enxerto de timos 
fetais de 14 dias, irradiados e reconstituidos com medula óssea do F1. Após priming com antígeno de hemocianina do molusco 
marinho Megathura crenulata (KLH), avaliou-se a resposta proliferativa das células T do linfonodo ao KLH em células apresentadoras 
de antígeno de cada haplótipo parental. Em algumas experiências, os lobos do timo foram cultivados em desoxiguanosina (dGuo), 
que destrói células intratímicas da linhagem de macréfagos/células dendríticas, mas isso não teve efeito sobre a seleção positiva. 


(Reproduzida de Lo D. & Sprent J. (1986) Nature 319, 672-675.) 


302 Fundamentos de Imunologia 


células masculinas da mesma linhagem. O clone reconhece o 
antígeno masculino, H-Y, observado em associação às molé- 
culas H-2D* do MHC próprio, ou seja, reage com o com- 
plexo H-2°/Y. As cadeias à e B para o receptor de células T 
desse clone são introduzidas como transgenes em camundon- 
gos SCID, incapazes de rearranjar os próprios genes de recep- 
tores da região variável da linhagem germinativa; portanto, o 
único TCR que poderia ser expresso é aquele codificado pelos 
transgenes, desde que, é claro, estejamos analisando fêmeas 
em vez de machos, nos quais o clone seria eliminado por 
autorreatividade. Quando as fêmeas SCID transgênicas têm 
o haplótipo H-2º original (p. ex., F1 híbridos entre haplótipos 
b x d), o receptor anti-H-2'/Y é amplamente expresso em 
células precursoras citotóxicas CD8* (Tabela 11.2a), enquanto 
transgênicos H-2º sem H-2º produzem apenas timócitos 
duplo-positivos CD4'8* sem células positivas simples CD4'8” 
ou CD4"8*. Assim, quando as células CD4'8* expressam seu 
transgene do TCR, elas só se diferenciam em células imuno- 
competentes CD8* se tiverem contato com células epiteliais 
tímicas do haplótipo do MHC reconhecido por seu receptor. 
Dizemos que há seleção positiva desses timócitos de reco- 
nhecimento próprio. Eventos intracelulares positivos acom- 
panham o processo de seleção positiva quando as 
tirosinoquinases fyn e Ick são ativadas em timócitos duplo- 
-positivos CD4°8* que amadurecem em células positivas 
simples CD8* no haplótipo 6, mas são baixos em células que 
não se diferenciam em células maduras no haplótipo d não 
seletivo. 

Em outro exemplo, os genes que codificam um receptor 
aß de um clone de células T auxiliares (2B4), que responde 
ao citocromo c de mariposa associado à molécula de classe II 
H-2Eatp» (lembre que H-2E tem uma cadeia a e B), são 
transfectados em camundongos H-2* e H-2°. Por motivos 
irrelevantes, os camundongos H-2* expressam a molécula 
H-2E na superfície das células apresentadoras de antígeno, 
mas H-2°, não. No processo, a frequência de células T CD4* 
circulantes que expressam o receptor 2B4 era 10 vezes maior 
nas linhagens H-2" que H-2°, mais uma vez favorecendo a 
seleção positiva de timócitos duplo-positivos que reconhecem 
seu próprio MHC tímico. Em outra guinada da história, a 
seleção positiva só ocorreu em camundongos manipulados 
para expressar H-2E nas células epiteliais corticais, e não 
medulares, mostrando que essa etapa de diferenciação ocorre 
antes que os timócitos em desenvolvimento cheguem à 
medula. (“Leia de novo, Sam”, como teria dito Humphrey 


Bogart!) 


Tolerância das células T 


A indução de tolerância imunológica é 
necessária para evitar a autorreatividade 


Em essência, os linfócitos usam receptores que reconhecem 
antígenos estranhos por complementaridade de formato (veja 
a p. 117). Em grande parte, os precursores das moléculas dos 
micróbios e dos hospedeiros são os mesmos, assim como os 


Tabela 11.2 Seleção positiva e negativa em 
camundongos transgênicos SCID com os 
receptores aß de um clone de células Tc H-2D° 
para o antígeno masculino H-Y, isto é, o clone é do 
haplótipo H-2º e é feminino antimasculino. (a) As 
únicas células T são aquelas que têm o TCR 
transgênico já rearranjado, pois camundongos SCID 
são incapazes de rearranjar os próprios genes V. Os 
clones só são expandidos além do estágio CD4*8* 
quando positivamente selecionados por contato com 
o haplótipo do MHC (H-2º) reconhecido pelo clone 
original do qual foi derivado o transgene. Além disso, 
quando o TCR reconheceu a classe |, só foram 
selecionadas células CD8*. (b) Quando o clone 
transgênico antimasculino é expresso em células T 
intratímicas em ambiente masculino, o forte 
acoplamento do TCR às células com antígeno 
masculino causa sua eliminação. (Baseada em dados 
de von Boehmer H. et al. (1989) In: Melchers F. et al. 
(eds.) Progress in Immunology 7, p. 297. Springer- 
Verlag, Berlim.) +, medida aproximada da quantidade 
relativa de células T no timo que têm o fenótipo 
indicado. 


Fenótipo dos (a) Seleção (b) Seleção 
timócitos positiva negativa 

si cit ce Camundongos 

transgénicas H-2° transgênicos 

H-2°  H-2ºº Machos Fêmeas 

CD48 TCR + ++ +++ + 
CD4*8* TCR? ++ + - +++ 
CD4'8* TCR** + - - + 
CD4*8” TCR** - = = = 


formatos combinados das moléculas próprias e estranhas que 
precisam ser discriminadas pelo sistema imune para evitar a 
autorreatividade, que pode ser desastrosa. A restrição de cada 
linfócito a uma única especificidade facilita muito o surgi- 
mento da autotolerância, simplesmente porque requer apenas 
um mecanismo que cause a deleção funcional de células 
autorreativas e deixe a salvo o restante do repertório. A maior 
diferença entre moléculas próprias e estranhas é o fato de que 
no início da vida os linfócitos em desenvolvimento são rodea- 
dos por antígenos próprios e normalmente só encontram 
antígenos estranhos mais tarde, quando há adjuvanticidade e 
liberação de citocinas geralmente associadas à infecção. A 
evolução explorou essas diferenças para estabelecer os meca- 
nismos de tolerância imunológica aos constituintes do 


hospedeiro (Marco histórico 11.2). 


A autotolerância pode ser induzida no timo 


Como as células T em desenvolvimento são encontradas no 
timo, o esperado seria que esse fosse o meio no qual a expo- 
sição a antígenos próprios nas células adjacentes induziria 
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Há mais de 60 anos, Owen fez uma observação intrigante: 
bezerros gêmeos não idênticos (dizigotos), que 
compartilhavam a mesma circulação placentária e, portanto, 
tinham as circulações ligadas, cresciam com quantidade 
considerável de hemácias do outro gêmeo no sangue; se 
eles não tivessem compartilhado a mesma circulação ao 
nascerem, as hemácias do gêmeo injetadas na vida adulta 
teriam sido rapidamente eliminadas por uma resposta 
imune. A partir dessa constatação, Burnet e Fenner 
conceberam a ideia de que possíveis antígenos que 
chegam às células linfoides durante a fase imatura de 
desenvolvimento imunológico podem, de algum modo, 
suprimir especificamente respostas futuras àquele antígeno 
quando o animal alcançar a maturidade imunológica. Esse, 
na opinião deles, seria um mecanismo para impedir a 
reatividade aos constituintes do próprio corpo e, portanto, 
poderia capacitar as células linfoides a fazer a importante 
distinção entre “próprio” e “estranho”. Assim, qualquer 
célula estranha introduzida no corpo durante o 
desenvolvimento imunológico levaria o animal a tratá-las 
como componentes “próprios” mais tarde, e os estudos de 
Medawar e colegas mostraram que é possível induzir 
tolerância imunológica, ou ausência de reatividade, desse 
modo. Portanto, a injeção neonatal de células de 
camundongo CBA em animais recém-nascidos da linhagem 
A inibe sua capacidade de rejeição imunológica de um 
enxerto de CBA na vida adulta (Figura M11.2.1). A tolerância 
também pode ser induzida com antígenos solúveis; por 
exemplo, a injeção de albumina sérica bovina sem 
adjuvantes em coelhos recém-nascidos faz com que mais 
tarde eles não produzam anticorpos quando estimulados 
com essa proteína. 

A persistência do antígeno é necessária para manter a 
tolerância. Nas experiências de Medawar, o estado de 
tolerância era permanente porque as células CBA injetadas 
sobreviviam e os animais continuavam a ser quiméricos 
(i. e., tinham tanto células A quanto CBA). No caso de 
antígenos não vivos, como a albumina sérica bovina solúvel, 
há perda gradual da tolerância porque, na ausência de 
antígeno, células imunocompetentes recém-recrutadas que 
são geradas ao longo de toda a vida não estão se tornando 
tolerantes. Como o recrutamento de novos linfócitos T 
competentes é drasticamente restringido pela retirada do 


tolerância. A expectativa é razoável. Se as células-tronco do 
haplótipo H-2º na medula óssea forem cultivadas com timo 
fetal de origem H-25, as células em amadurecimento tornam-se 
tolerantes a H-2º, como mostra sua incapacidade de produzir 
uma resposta proliferativa de linfócitos mistos quando culti- 
vadas com estimuladores do fenótipo H-2º; a reatividade a 
outros antígenos não é afetada. Outras experiências com 
timos tratados com desoxiguanosina mostraram que as células 
responsáveis por indução de tolerância eram macrófagos ou 
células dendríticas derivadas da medula óssea e sensíveis à 


Recém- Controle injeção de células CBA 


ninhada de 

linhagem A p t À 
Adulto 

Enxerto de | 

pele CBA a Pa 


Rejeição do enxerto Aceitação do enxerto 


Figura M11.2.1 Indução de tolerância ao enxerto cutâneo 
CBA estranho em camundongos da linhagem A por 
injeção neonatal de antígeno. O efeito é antígeno-específico, 
já que os camundongos tolerantes rejeitam normalmente 
outros enxertos. (Segundo Billingham R., Brent L. & Medawar 
PB. (1953) Nature 172, 603-606.) 


timo, interessa notar que o estado de tolerância persiste por 
muito mais tempo em animais timectomizados. 

A importância vital das experiências de Medawar e de 
sua equipe foi a demonstração de que a exposição a um 
antígeno pode acarretar um estado de tolerância 
imunológica. Como será exposto no texto, há uma janela de 
suscetibilidade à deleção clonal de linfócitos T autorreativos 
em uma fase imatura de seu desenvolvimento ontogênico 
no timo (e, no caso de células B, na medula óssea). 
Embora em modelos animais geralmente seja mais fácil 
impor tolerância durante o período neonatal quando há 
extensa produção de linfócitos virgens (naive), é possível 
induzir tolerância durante toda a vida. Note que a 
capacidade de indução de tolerância costuma ser maior nas 
células T em repouso do que nas células de memória. 


desoxiguanosina, que são abundantes na junção corticome- 


dular (Tabela 11.3). 


A deleção clonal intratímica causa 
autotolerância 


Parece haver pouca dúvida acerca da possibilidade de deleção 
física de células T fortemente autorreativas no timo. Se ana- 
lisarmos a experiência apresentada na Tabela 11.2b, pode- 
mos ver que machos SCID com os transgenes rearranjados 
codificadores do receptor aß que reage com o antígeno H-Y 
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Tabela 11.3 Indução de tolerância em células- 
tronco da medula óssea por incubação com 
macrófagos ou células dendríticas sensíveis à 
desoxiguanosina (dGuo) no timo. E claro que as 
células da medula óssea induzem tolerância ao 
próprio haplótipo. Assim, as células indutoras de 
tolerância tímica podem ser substituídas por 
progenitores no inóculo de medula óssea (Jenkinson 
E.J., Jhittay P, Kingston R. & Owen J.J. (1985) 
Transplantation 39, 331) ou por células dendríticas 
adultas do baço, mostrando que é o estágio de 
diferenciação da célula T imatura e não uma natureza 
especial da célula apresentadora de antígeno tímica 
que leva à tolerância (Matzinger P & Guerder S. 
(1989) Nature 338, 74). 


Células da Incubação com Indução de 
medula óssea timo H-2d tolerância ao 
haplótipo H-2 

k d b 

k Não tratado + + - 

k Tratado com dGuo + = = 

k+d Tratado com dGuo + + - 


masculino não têm células tímicas imunocompetentes que 
expressam esse receptor, ao contrário das fêmeas sem H-Y. 
Assim, quando reagem com autoantigenos no timo, as células 
T em desenvolvimento são deletadas. Em outras palavras, as 
células autorreativas passam no timo por um processo de 
seleção negativa, que constitui tolerância central das células 
T. A expressão do gene AIRE (regulador autoimune) nas 
células epiteliais tímicas medulares atua como um interruptor 
geral que dirige a ativação transcricional dos genes para vários 
autoantígenos órgão-específicos. A expressão ectópica desses 
antígenos provoca a eliminação dos timócitos autorreativos 
correspondentes. A confirmação da importância da expressão 
de AIRE para essa deleção clonal veio de experiências que 
usaram um modelo transgênico duplo desenvolvido por 
Goodnow e colegas. Nesses camundongos, uma versão ligada 
à membrana de lisozima de ovo de galinha (HEL, do inglês, 
hen egg lysozyme) é expressa transgenicamente como um 
“novo antígeno próprio” (como está sempre presente, torna-se 
basicamente um autoantígeno), e também são geradas grandes 
quantidades de timócitos para esse antígeno por introdução 
do TCR relevante como o outro transgene. Quando o trans- 
gene HEL está ligado ao promotor de insulina de rato (RIP, 
do inglês, rat insulin promoter) tecido-específico, há expressão 
do antígeno “próprio” tanto nas células B das ilhotas de 
Langerhans do pâncreas quanto no timo. Na ausência de 
AIRE, a expressão de HEL estimulada por RIP não ocorre no 
epitélio tímico, mas ainda ocorre nas ilhotas pancreáticas. As 
células T transgênicas em desenvolvimento que normalmente 
são deletadas no timo escapam da deleção nos camundongos 
com deficiência de AIRE e destroem as células B no pâncreas 
(Figura 11.6). 


A deleção de timócitos também ocorre quando as células 
tímicas têm alguns componentes próprios que atuam como 
superantígenos (veja a p. 140), nesse caso porque o antígeno 
reage com toda uma família de receptores VB pelo reconhe- 
cimento de estruturas invariáveis em um segmento VB. Por 
exemplo, camundongos do genótipo Mk” deletam células 
com VB6, sendo Mk um locus codificador de um superanti- 
geno de célula B que induz a intensa proliferação em células 
T VB6 de uma linhagem que tem outro alelo Mls (veja a 
p- 141). Até mesmo superantígenos exógenos, como a ente- 
rotoxina B estafilocócica que ativa as famílias de células T 
VB3 e VB8 no adulto, podem induzir apoptose em timócitos 
imaturos iniciais usando essas famílias de receptor. 


Fatores que afetam a seleção positiva ou 
negativa no timo 


As células T que não expressam TCR, ou que expressam TCR 
de muito baixa afinidade, não recebem sinais para sobreviver 
e morrem por negligência. Nas células remanescentes, a ocu- 
pação do TCR por peptídio-MHC é a base da seleção positiva 
e negativa. Mas como o mesmo sinal do peptídio-MHC pode 
ter dois resultados totalmente diferentes? Bem, as seleções 
positiva e negativa podem ocorrer em baixos e altos graus de 
ligação ao TCR, respectivamente. Por exemplo, altas concen- 
trações de anticorpos contra o CD3 associado ao TCR 
induzem apoptose em timócitos (Figura 11.7), ao contrário 
das baixas concentrações. Além disso, foram publicados 
muitos exemplos mostrando que o mesmo peptídio induz 
seleção positiva em baixa concentração e seleção negativa em 
alta concentração. Isso levou ao modelo de avidez, segundo 
o qual a ausência de interação ou a interação com avidez 
muito baixa entre a célula T e o peptídio-MHC leva à morte 
por negligência, a interação com avidez baixa/intermediária 
leva à seleção positiva de timócitos duplo-positivos CD4*8*, 
enquanto a interação de alta avidez leva à deleção clonal. 
Desse modo, a ocupação do TCR por MHC próprio nas 
células epiteliais corticais leva à expansão e à seleção positiva 
de clones que reconhecem o MHC próprio, talvez com uma 
grande variedade de afinidades, mas a ocupação do TCR de 
alta afinidade por MHC próprio (+ peptídio próprio) nas 
células epiteliais medulares e células dendríticas leva à elimi- 
nação e, portanto, à seleção negativa. Embora ainda não esteja 
bem esclarecido, também há diferenças óbvias nas vias bio- 
químicas usadas para sinalização positiva e negativa. A seleção 
positiva é sensível à ciclosporina e dependente da via de Ras- 
MEK-ERK (veja a p. 218), enquanto a seleção negativa é 
resistente à ciclosporina e independente dessa via. As diferen- 
tes intensidades de sinalização do TCR, Notch e outros recep- 
tores podem influenciar a via usada. O fator de transcrição 
Ikaros parece importante na regulação dos limiares de sinali- 
zação durante eventos de sinalização no timo, e também 
parece ajudar a determinar se timócitos DP tornam-se células 
SP CD4 ou CD8 durante a seleção positiva. Assim, os timó- 
citos em camundongos knockout para o gene Ikaros transfor- 
mam-se preferencialmente em células SP CD4 quando 
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Figura 11.6 O gene AIRE dirige a expressão ectópica de autoantígenos órgão-específicos no timo. Camundongos 
transgénicos duplos foram gerados pelo cruzamento de camundongos transgénicos que expressam um tipo de lisozima de ovo de 
galinha (HEL) ligado à membrana sob o controle do promotor de insulina de rato (RIP) com camundongos que expressam o TCR 
3A9 aß transgênico específico para o peptidio 46-61 do aminoácido da HEL apresentado pela molécula do MHC classe II I-A*. 
Nesses camundongos normalmente há surgimento de tolerância das células T transgênicas no timo (a), mas isso não ocorreu 
quando os camundongos foram retrocruzados com camundongos com knockout do gene AIRE (b). A incidência de diabetes tipo 1 
aumentou muito na ausência de expressão de AIRE. (Baseada em dados de Liston A. et al. (2004) Journal of Experimental Medicine 


200, 1015-1026.) 


Figura 11.7 Micrografia eletrônica de células induzidas para 
sofrer apoptose em lobos de timo fetal intactos após 
exposição de curta duração a anti-CD3. A e N indicam, 
respectivamente, linfócitos apoptóticos e normais 
representativos. Note o estado altamente condensado dos 
núcleos dos linfócitos apoptóticos. (Fotografia gentilmente 
cedida pelo professor J.J.T. Owen, de Smith et al. (1989) Nature 
337, 181-184. Reproduzida com permissão de Macmillan 
Journals Lid, Londres.) 


comparados aos timócitos em camundongos selvagens. Vamos 
concluir com uma advertência: o modelo da avidez pode ser 
bastante correto, mas seria uma simplificação excessiva. Por 
exemplo, alguns superantígenos, que causam deleção clonal 
de determinadas famílias VB, não as expandem, mesmo em 
baixíssimas concentrações, quando o modelo teria indicado 
seleção positiva. Esse achado gerou outros modelos associados 
às alterações da conformação na interface de ligação entre 
TCR e peptídio-MHC. Em vista das complexas interações de 
peptídios que se comportam como agonistas, agonistas par- 
ciais e antagonistas, é provável que ainda não se tenha dito a 
última palavra (não que isso aconteça alguma vez na ciência!). 


A tolerância das células T também pode ser 
consequência da anergia clonal 


Nós já cogitamos a ideia da necessidade de ocupação do TCR 
e mais um sinal coestimulador de uma célula apresentadora 
de antígeno para a estimulação das células T, mas quando não 
há sinal coestimulador, a célula T torna-se tolerizada ou anér- 
gica ou, se você preferir, paralisada. A tolerância da célula T 
que ocorre fora do timo é denominada tolerância periférica. 
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Assim, a anergia das células T pode ser induzida por antígenos 
periféricos in vivo quando apresentados por células sem molé- 
culas coestimuladoras. As células T anérgicas são incapazes de 
produzir IL-2, mesmo que depois recebam sinais por meio de 
seu TCR com coestimulação concomitante por ligação 
cruzada de CD28 à superfície celular. Em alguns modelos 
experimentais, é possível pôr termo à anergia com altos níveis 
de IL-2 exógena, isto é, a anergia é uma tolerância com pos- 
sibilidade de reversão, claramente diferente da deleção clonal, 
pois as células deletadas não existem mais. 

O estado anérgico pode ser até mesmo transmitido para 
as células adjacentes, um processo denominado anergia 
infecciosa. Se um clone de células T auxiliares for submetido 
a uma experiência de diluição limitante (p. 181), a unidade 
de proliferação mínima em resposta ao peptídio em uma APC 
geralmente é de várias células, não de apenas uma. Isso signi- 
fica que a estimulação só ocorre em pequenos grupos ou 
aglomerados de células e sugere a necessidade de interações 
parácrinas ou multicelulares entre as possíveis células de res- 
posta ligadas a uma única APC para estimular a divisão 
celular (Figura 11.8). Observaremos que, se uma célula T 
virgem (naive) ligar-se ao seu antígeno, mesmo em uma APC 
profissional em tecidos linfoides secundários, não será estimu- 
lada caso suas vizinhas no grupo já tenham provocado sua 
anergia. Na verdade, em vez de ser estimulada, ela própria 
torna-se anérgica, assim perpetuando o processo anérgico 
infeccioso (Figura 11.8b). As células Treg CD4'CD25'*Foxp3”, 
que costumam exibir um estado natural de profunda anergia, 
podem ser as células essenciais aqui. Acredita-se que essas 
células possam diminuir a expressão das moléculas do MHC 
classe II e as moléculas coestimuladoras CD80 (B7.1) e CD86 
(B7.2) na APC, gerando uma anergia infecciosa que não 
requer a presença simultânea das células Treg e das próprias 


células que se tornarão anérgicas (Figura 11.8c). As células T 
reguladoras anérgicas também podem ser capazes de induzir 
apoptose em células dendríticas por interações CD95-CD95L 
ou fazer com que as células dendriticas induzam apoptose em 
células T de resposta, mais uma vez pela via CD95. Veremos 
adiante no Capítulo 16 que a indução de imunossupressão 
no transplante com anti-CD4 não depletor pode ser dura- 
doura porque a produção de células T reguladoras anérgicas 
impede a sensibilização de linfócitos T imunocompetentes 
pelo(s) antígeno(s) do transplante. 


A falta de comunicação pode causar 
incapacidade de resposta 


Quando um não quer, dois não brigam: se a molécula própria 
não ocupar o TCR, não há resposta. O isolamento anatômico 
de moléculas, como a proteína do cristalino no olho e a pro- 
teína básica da mielina no encéfalo, praticamente as impede 
de manter contato com linfócitos, exceto talvez pelas dimi- 
nutas quantidades de produtos metabólicos da decomposição 
que extravasam e podem ser capturados pelas células apresen- 
tadoras de antígeno, mas em concentrações muito menores 
que as necessárias para estimular a célula T virgem (naive) 
correspondente. 

Mesmo quando um tecido é exposto a linfócitos circulan- 
tes, a concentração do peptídio processado na superfície 
celular pode ser insuficiente para atrair a atenção de uma 
célula potencialmente autorreativa na ausência de coestimu- 
lador B7. Essa situação foi demonstrada de modo bastante 
sofisticado em animais com dois transgenes: um para o TCR 
de uma célula T citotéxica CD8 específica para a glicopro- 
teína do vírus da coriomeningite linfocítica (LCM), e o outro 
para a própria glicoproteína expressa nas células B pancreáticas 


A Ajuda mútua por células T normais 


Panergia infecciosa: interação T-T inadequada 


Figura 11.8 Anergia infecciosa. (a) 


APC+Ag 


et 


Grupos de células T normais (verdes) 
ao redor de novas células 
imunocompetentes (cinza) reagindo 
com a mesma APC apoiam a ativação 
e a proliferação mútuas. (b) Células 
imunocompetentes novas circundadas 
por células T anérgicas (vermelhas) 
não recebem sinais estimuladores das 
vizinhas e tornam-se também 
anérgicas. (c) As células T anérgicas 
podem agir como células T 


Anergia infecciosa: diminuição da expressão da função da APC 


reguladoras e diminuem a expressão 


APC + Ag 


de moléculas do MHC classe Il, CD80 
(B7.1) e CD86 (B7.2) na APC. Esse 
efeito requer contato intercelular entre 
as células T anérgicas e a APC. O 
encontro subsequente de células 
imunocompetentes novas com essa 
APC causa anergia. 


pelo promotor de insulina. O resultado? Um siléncio elo- 
quente: as células T não foram deletadas nem tolerizadas, e 
as células B também não foram atacadas. Se esses camundon- 
gos fossem infectados pelo vírus da LCM, as células T trans- 
gênicas virgens (naive) seriam apresentadas a concentrações 
adequadas da glicoproteína processada no contexto adjuvante 
de uma infecção verdadeira e agora seriam estimuladas. A 
prole sensibilizada (primed), tendo avidez aumentada (veja a 
p. 503) e, portanto, sendo capaz de reconhecer as baixas 
concentrações da glicoproteína processada nas células B, 
atacou seus alvos mesmo na ausência de B7 e causou diabetes 
(Figura 11.9). Isso pode parecer muito complexo, mas o 
princípio pode ter implicações importantes para a indução de 
autoimunidade por epítopos de células T com reação cruzada. 

Moléculas especificamente restritas a determinados órgãos 
que normalmente não expressam MHC classe II são outro 
caso especial, pois não teriam a oportunidade de interagir 
com células T auxiliares CD4 órgão-específicas. 

Também haveria silêncio imunológico se um indivíduo 
não tivesse genes codificadores para receptores de linfócitos 
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Figura 11.9 Ausência de percepção mútua de um precursor 
de célula T citotóxica virgem (naive) e seu alvo celular 
B7-negativo com epítopos em baixa concentração. 
Sensibilização (priming) da célula virgem (naive) por uma 
infecção natural e ataque subsequente pelas células 
sensibilizadas de maior avidez no tecido-alvo. LCMV, vírus da 
coriomeningite linfocítica. (Reproduzida de Ohashi PS. et al. 
(1991) Cell 65, 305-317.) 
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contra autodeterminantes específicos; a análise da resposta de 
autoanticorpos induzidos experimentalmente contra o cito- 
cromo c sugere que apenas as partes da molécula com variação 
de acordo com a espécie são autoantigênicas, enquanto as 
regiões altamente conservadas, nas quais os genes não se alte- 
raram por um tempo muito maior, parecem ser silenciosas, 
supostamente porque as especificidades autorreativas tiveram 
tempo de desaparecer durante a evolução. 


As células B diferenciam-se no fígado 
fetal e, depois, na medula óssea 


Há uma série de marcadores de diferenciação associados à 
maturação das células B (Figura 11.10). Os precursores dos 
linfócitos B, as células pró-B, são encontrados entre as ilhas de 
células hematopoéticas no figado fetal por volta de 8 a 9 sema- 
nas de gestação em seres humanos e 14 dias no camundongo. 
A produção de células B diminui no fígado do recém-nascido 
e neonato e é assumida em sua maior parte pela medula óssea 
durante o resto da vida. As células reticulares do estroma, que 
expressam moléculas de adesão e secretam IL-7, estendem 
longos processos dendríticos, fazendo contato íntimo com pro- 
genitores de células B positivos para o receptor de IL-7. 


Pax5 é um fator determinante essencial na 
diferenciação de células B 


O desenvolvimento de células hematopoéticas da linhagem de 
células B requer a expressão de E2A e de fator de células B 
jovens (EBF); a ausência de qualquer um deles impede que as 
células pró-B avancem paraa fase de células pré-B (Figura 11.11). 
Também é necessária a expressão do gene Pax5 que codifica o 
fator de transcrição BSAP (do inglês, B-cell-specific activator 
protein, proteína ativadora específica de células B). Assim, em 
camundongos knockout PaxS”, as células pré-B iniciais (con- 
tendo genes de cadeia pesada de imunoglobulina parcialmente 
rearranjados) não se diferenciam em células B maduras com Ig” 
de superfície (Figura 11.11). No entanto, se as células pré-B de 
camundongos knockout Pax5” forem tratadas in vitro com 
citocinas apropriadas, podem ser estimuladas a produzir células 
T, células NK, macrófagos, células dendríticas, granulócitos e 
até mesmo osteoclastos! Esses achados inesperados mostra- 
ram claramente que as células pré-B jovens podem ser desviadas 
do trajeto escolhido e servir como fonte de células para muitas 
outras linhagens hematopoéticas. No entanto, essas células 
pré-B não são pluripotentes, já que, ao contrário das células- 
tronco hematopoéticas da medula óssea, são incapazes de recu- 
perar camundongos submetidos a irradiação letal. Está claro 
que Pax5 atua como gene principal crítico, guiando o desen- 
volvimento de células B ao longo da via correta, e faz isso 
reprimindo a expressão de genes, como os que codificam 
Notch-1, mieloperoxidase e receptor do fator estimulador de 
colônias de monócitos/macrófagos, que estão associados a 
outras linhagens, enquanto ativa os genes específicos da célula 
B, entre eles Ig-a, CD19 e a proteína adaptadora BLNK. 


308 Fundamentos de Imunologia 


Célula-tronco Célula Célula Célula B | Célula B 
linfoide F póB 7 préB Ý imatura madura 
Pré-BCR sigM slgM+slgD | 


CD10 (CALLA) 


CD79a/CD79b (Ig-a/l9-8) 


T ] 
CD45R (isoforma B220 de antígeno comum leucocitário) 


Figura 11.10 Alguns dos marcadores de diferenciação das 
células B em desenvolvimento. Momento de surgimento das 
enzimas participantes do rearranjo e da diversificação do gene 
da Ig (barras azuis) e dos marcadores de superfície definidos 
por anticorpos monoclonais (barras laranja, veja a lista dos 
membros CD na Tabela 11.1). 


As células B1 e B2 constituem duas 
populações distintas 


Há uma subpopulação de células B (denominadas células B-1) 
que, além de IgM de superfície, expressa CDS. Os progenitores 
desse subgrupo passam do figado fetal para a cavidade perito- 
neal bem cedo na vida, fase em que são o tipo mais abundante 
de células B e predominam em sua contribuição para a rede de 
idiótipos e para a produção de autoanticorpos IgM multiespe- 


cíficos e de baixa afinidade e os denominados anticorpos “natu- 
rais” contra carboidratos bacterianos, que aparentemente 
surgem um pouco mais tarde no período neonatal, sem expo- 
sição óbvia a antígenos convencionais. 

O fenótipo B-1, alta IgM de superfície, baixa IgD de 
superfície, CD43* e CD23 é compartilhado por uma sub- 
população minoritária que é, no entanto, CDS”; essas duas 
populações são denominadas B-la e B-1b, respectivamente 
(Figura 11.12). As células B convencionais (células B-2) têm 
o fenótipo de baixa IgM de superficie, alta IgD de super- 
fície, CDS, CD43" e CD23’, que reflete o fato de que 
representam outra linhagem de desenvolvimento. Convém 
fazer alguns comentários gerais. Ao menos em camundongos, 
as células B-la, B1-b e B-2 são derivadas de diferentes pro- 
genitores. Embora as células B-1 possam adquirir um fenó- 
tipo B-2, e possivelmente vice-versa, a conversão entre as duas 
linhagens em circunstâncias normais é mínima. As células 
B-1 são prevalentes principalmente nas cavidades peritoneal 
e pleural, mantêm sua quantidade por autorreposição e 
limitam a produção de novas células a partir de progenitores 
pela regulação por feedback. As células B-la podem expressar 
tanto CDS quanto seu ligante CD72 na superfície, o que 
estimularia a interação mútua, mas um importante fator que 
influencia a autorrenovação seria a produção constitutiva de 
IL-10, já que o tratamento de camundongos com anti-IL- 
10 desde o nascimento praticamente extermina o subgrupo 
B-1. A predisposição à autorrenovação pode ser a base de sua 
suscetibilidade excessiva a se tornar leucêmica, e as células 
malignas na leucemia linfocítica crônica quase sempre são 
CDS”. 

As células B-1 tendem a usar determinados genes V da 
linhagem germinativa e respondem a antígenos timo-inde- 
pendentes tipo 2 (veja a p. 224). Além disso, podem partici- 
par da geração de uma rede de idiótipos associada à 
autotolerância, à resposta a antígenos microbianos conserva- 
dos e, possivelmente, à regulação idiotípica das respostas B-2. 
Sem dúvida, elas são a fonte de “anticorpos naturais” que 
propiciam uma primeira linha preexistente de defesa de IgM 
contra micróbios comuns. 


Desenvolvimento da especificidade das 
células B 


A sequência de rearranjos do gene de 
imunoglobulina 


Há uma sequência ordenada de rearranjos do gene de Ig no 
início da diferenciação das células B (Figura 11.13): 


E Estágio 1. Inicialmente, os segmentos D-/ nos dois alelos 
dos loci do gene da cadeia pesada da Ig (um de cada 
genitor) rearranjam-se de modo que um segmento D fique 
próximo de um segmento /. Em geral, a natureza aleatória 
desse processo de rearranjo faz com que a combinação 


DJ de um alelo seja diferente da do outro alelo. 
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Figura 11.11 Pax5 é necessário para a diferenciação das células B. As células-tronco (SC) hematopoéticas sob a influência do 
fator de células-tronco (SCF), IL-3 e dos fatores de transcrição Ikaros e PU.1 podem diferenciar-se em células pró-B. A diferenciação 
adicional em células pré-B requer o fator de transcrição E2A junto com o fator de células B jovens (EBF) e IL-7. Os camundongos 
mutantes E2A homozigotos não têm células pré-B, havendo um bloqueio do rearranjo D,J,, no locus da cadeia pesada de Ig mais 
redução acentuada de RAG-1, Ig-a, CD19 e transcritos As. Se não houver expressão de Pax5 na fase pré-B inicial, há interrupção 
abrupta da diferenciação ao longo da via da linhagem de células B. Essas células pré-B jovens rearranjaram a Ig Dy em Ju, 
indicando a intenção de se tornarem células B. No entanto, mesmo nesse estágio avançado, elas podem fazer outras opções de 
linhagem, conforme evidenciado pelo fato de que, na ausência de expressão de Pax5, podem dar origem a vários outros tipos 
celulares desde que haja citocinas apropriadas. Na verdade, os clones de Pax5 são capazes de se transformar em células T se 
transferidos para camundongos imunodeficientes, quando expressam genes de TCR rearranjados além do rearranjo inicial do gene 
da cadeia pesada de Ig. 


Figura 11.12 Desenvolvimento de subpopulações distintas Figado fetal 
de células B. As células B-1 produzem principalmente | 

“anticorpo natural” IgM de menor afinidade. Já as células 

B-2 dão origem ao anticorpo IgG de maior afinidade produzido 

por células B que mudaram de classe e são dependentes de 

células T auxiliares. Acredita-se que, embora esses subgrupos 

possam ser capazes de dar origem um ao outro em algumas | | 
circunstâncias, geralmente são mantidos como linhagens 

separadas. 


Medula óssea de adulto 


Pré-B Pré-B 


E Estágio 2. Agora há um processo de recombinação V-DJ 
em apenas um dos dois alelos da cadeia pesada, no qual 
um segmento V escolhido aleatoriamente é colocado perto 
do segmento DJ já recombinado. Se esse rearranjo for 
improdutivo (i. e., união de segmentos adjacentes em uma 
estrutura de leitura errada ou de modo a gerar um códon 
de término na direção 3' a partir do ponto de recomposição | 
[splicing]), há um segundo rearranjo V-DJ no locus da | 
cadeia pesada irmã. Se não houver rearranjo produtivo, 
podemos dar um carinhoso adeus à célula pré-B. 


E z R Autorrenovação Reposição da MO 
E Estágio 3. Se houver um rearranjo produtivo, o segmento 
VDJ na célula pré-B usa o gene Gu da região constante da Proeminente nas cavidades Encontrada principalmente 
A mae x peritoneal e pleural em órgãos linfoides 
cadeia pesada (Cy) para sintetizar cadeias pesadas u. Quase 
ao mesmo tempo, dois genes, Vias (CD179a) e Às T-independente T-dependente 
(CDI79b), homólogos apssegmentos Vec das cadeias Ac de baixa afinidade, Ac com permuta de classe 
leves A, respectivamente, são transcritos temporariamente incluindo “Ac naturais” IgM e alta afinidade 


para formar uma “pseudocadeia leve” que se associa às ~ 
cadeias pesadas | convencionais para gerar um receptor 
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Figura 11.13 Sequência de rearranjos dos genes das células B e exclusão alélica. (Veja o texto.) 


“IgM” de superfície substituto, juntamente com as cadeias 
Ig-a (CD79a) e Ig-B (CD79b) tradicionalmente necessárias 
para formar um receptor de células B funcional. Esse 
receptor substituto é muito semelhante ao receptor pré- 
Ta/B em células pré-T precursoras das células com TCR 
ap. 


m Estágio 4. O receptor de superfície é avisado após ligação 
cruzada, possivelmente com a participação da interação de 
cargas positivas no segmento rico em arginina de À; com 
regiões de carga negativa de ligantes indefinidos nas células 
do estroma. A sinalização pelo receptor da célula pré-B por 
meio de Iga/B causa exclusão alélica, com supressão de 
qualquer outro rearranjo de genes de cadeia pesada em 
uma cromátide-irmã. 


m Estágio 5. A expressão de fatores reguladores do interferon 
IRF-4 e IRF-8 diminui a produção de Vés e As e induz 
o rearranjo dos genes convencionais da cadeia leve. Isso 
implica recombinações V-J no primeiro e, depois, no outro 
alelo « até que haja um rearranjo V,-/ produtivo. Se isso 
não acontecer, há uma tentativa de obter rearranjo 
produtivo dos alelos A. Acredita-se que a expressão 
subsequente de uma cadeia leve com rearranjo produtivo 
implique a ligação de fatores de transcrição IRF-4, IRF-8 
e E2A aos acentuadores K ou À. Agora prossegue a síntese 
de IgM de superfície convencional. 


m Estágio 6. A molécula de IgM de superfície proíbe 
qualquer outro embaralhamento de genes por exclusão 
alélica de genes de cadeia leve não rearranjados. A IgD de 
superfície que tem uma sequência VDJ idêntica à da cadeia 
pesada da IgM é produzida por recomposição (splicing) 
alternativa do transcrito de RNA de cadeia pesada e agora 
a célula B IgM'IgD* virgem (naive) está pronta para o 
encontro com o antígeno. 


Após estimulação antigênica, há perda de IgD e, quando 
há ajuda apropriada das células T, pode haver permuta de 
classe da produção de anticorpos de IgM para IgG, IgA ou 
IgE. Nas fases terminais da vida de um plasmócito maduro, 
há perda de quase toda a Ig de superfície. 


A importância da exclusão alélica 


Como cada célula tem cromossomos derivados do pai e da 
mãe, a célula B em diferenciação pode escolher entre comple- 
xos gênicos de quatro cadeias leves (duas kappa e duas lambda) 
e duas cadeias pesadas. Nós já descrevemos como, depois do 
rearranjo do DNA de VDJ em um complexo de cadeia pesada 
e do rearranjo de VJ em um complexo de cadeia leve, os genes 
V nos quatro cromossomos são mantidos no estado de linha- 
gem germinativa (i. e., hereditário) por um mecanismo de 
exclusão alélica, de modo que a célula só seja capaz de expres- 
sar uma cadeia pesada e uma leve. Isso é essencial para a 
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seleção clonal, já que a célula então está programada para só 
produzir o único anticorpo que usa como receptor de super- 
ficie para o antígeno. Além disso, esse mecanismo de exclusão 
gênica impede a formação de moléculas contendo duas 
cadeias leves diferentes ou duas cadeias pesadas diferentes 
cujos locais de combinação seriam diferentes e, portanto, 
seriam funcionalmente monovalentes em relação à maioria 
dos antígenos; esses anticorpos não causariam aglutinação e 
tenderiam a apresentar baixa avidez, já que não haveria o 
efeito bônus da multivalência. 


Respostas específicas diferentes podem surgir 
em sequência 


As respostas a determinados antígenos no período neonatal 
são sequenciais, sugerindo um rearranjo programado de genes 
Vem ordem definida (Figura 11.14). No início da ontogenia 
há um favorecimento ao rearranjo dos genes Vy mais proxi- 
mais em relação ao segmento DJ. 
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Figura 11.14 Aparecimento sequencial de reatividade a 


diferentes antígenos no rato neonato. Hc, hemácia; KLH, 
hemocianina do molusco marinho Megathura crenulata. 


Indução de tolerância em linfócitos B 


A tolerância pode ser causada por deleção 
clonal e anergia clonal 


Assim como nas células T, tanto a deleção quanto a anergia 
podem ocorrer nas células B para impedir a reação a elemen- 
tos próprios. Excelentes evidências a favor da deleção são 
observadas em camundongos com transgenes que codificam 
IgM, que se liga a moléculas H-2K de todos os haplótipos 
H-2, com exceção de d e f. Camundongos do haplótipo H-2º 
expressam a IgM transgênica em grande quantidade no soro, 
enquanto 25% a 50% do total de células B tem o anticorpo 
transgênico. Cruzamentos F1 (d x k) não expressaram o trans- 
gene, ou seja, as células B programadas para anti-H-2K* 
foram expressas em camundongos H-2º, mas deletadas em 
camundongos positivos para H-2K“ que, nessas circunstân- 
cias, age como autoantígeno. 
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A tolerância por anergia das células B foi demonstrada 
claramente em outro estudo no qual camundongos duplo- 
transgênicos foram levados a expressar tanto a lisozima solúvel 
quanto um anticorpo de alta afinidade contra lisozima. Os 
animais eram totalmente tolerantes e não era possível imu- 
nizá-los para produzir antilisozima; nem o anticorpo transgê- 
nico aparecia no soro, embora fosse abundante na superfície 
das células B. Essas células anérgicas poderiam ligar seus 
receptores de superfície ao antígeno, mas não haveria ativa- 
ção. Como um velho casanova, melancolicamente embeve- 
cido com a beleza de alguma jovem, esses linfócitos tolerizados 
“veem” o antígeno, mas são incapazes de tomar qualquer 
atitude. 

A deleção ou a anergia em consequência do encontro com 
elementos próprios depende da concentração e da capacidade 
de ligação cruzada a receptores Ig. No primeiro dos dois 
modelos de tolerância de células B anteriores, o autoantígeno 
H-2K seria ricamente expresso nas células em contato com 
os linfócitos B em desenvolvimento e poderia efetivamente 
produzir ligação cruzada. No segundo caso, a lisozima, mas- 
carada como uma molécula “própria”, é praticamente mono- 
valente em relação aos receptores em uma célula B antilisozima 
e não produziria ligação cruzada imediata. A hipótese foi 
testada pela agregação de um segmento hidrofóbico trans- 
membrana ao transgene da lisozima de modo a inserir o 
antígeno várias vezes na membrana celular. O resultado? A 
eliminação das células B que expressam o transgene antiliso- 
zima de alta afinidade. 

Outro mecanismo de autocensura, a edição do receptor, 
pode entrar em ação. Nós já discutimos um tipo de edição 
do receptor (veja a p. 93) no qual rearranjos secundários 
substituem outro gene Vem um segmento V(D)/ já rearran- 
jado. No entanto, também pode haver edição do receptor por 
substituição integral de uma cadeia leve. A explicação é 
melhor com um exemplo. Quando os genes de Ig de cadeia 
pesada e leve que codificam um autoanticorpo anti-DNA de 
alta afinidade são introduzidos como transgenes em um 
camundongo, várias cadeias leves são produzidas por reemba- 
ralhamento genético até obter uma combinação com a cadeia 
pesada que não tenha mais atividade anti-DNA, ou seja, a 
autorreatividade é excluída pela edição. Com frequência, isso 
requer a substituição de uma cadeia leve K por um novo 
rearranjo feito no locus da cadeia leve À e está associado à 
reexpressão dos genes RAG-1/2. 

Uma vez na periferia, a maior parte do pool de células B 
é estável; células B e T de linfonodos de camundongos 
não sensibilizados sobreviveram bem por no mínimo 20 
meses quando transferidas para animais com SCID e H-2 
idênticos. 


A tolerância pode resultar de células B 
desassistidas 


Com as proteínas solúveis ao menos, as células T tornam-se 
tolerantes com mais facilidade que as células B (Figura 11.15) 
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Figura 11.15 Suscetibilidade relativa das células Te B à 
tolerância por autoantígenos circulantes. Os antígenos 
circulantes em baixa concentração não induzem tolerância; em 
concentração intermediária, por exemplo, de tireoglobulina, a 
tolerização das células T é moderada; moléculas como a 
albumina, que circulam em alta concentração, causam 
tolerização das células B e T. 


e, dependendo da concentração de proteínas circulantes, pode 
haver no corpo várias células B autorreativas não estimuláveis 
por componentes próprios T-dependentes, pois as células T 
que devem dar a ajuda T-B necessária já são tolerantes; 
pode-se dizer que essas células B estão desassistidas. Se pen- 
sarmos no determinante de um componente próprio que se 
combina aos receptores em uma célula B autorreativa como 
um hapteno e no outro determinante, que deve ser reconhe- 
cido pela célula T, como carreador (veja a Figura 8.14), a 
tolerância ao carreador na célula T impede a ajuda da célula 
Tea célula B não será reativa. Tomemos C5 como exemplo; 
normalmente é encontrada em concentração circulante que 
causa tolerização das células T, mas não das células B. Algumas 
linhagens de camundongos têm deficiência congênita de C5 
e suas células T podem ajudar linhagens C5-positivas a pro- 
duzir anticorpos contra C5, ou seja, as linhagens C5-positivas 
ainda têm células B induzíveis, mas estão desassistidas e neces- 
sitam de células T não tolerizadas da linhagem CD5-negativa 
(Figura 11.16). 

Convém destacar a observação de que a injeção de altas 
doses de um antígeno solúvel sem adjuvante, mesmo quando 
administrada vários dias depois da imunização primária 
com aquele antígeno, impediu o surgimento de anticorpos 
mutantes de alta afinidade. Experiências de transferência 
mostraram que as células T são tolerantes. Isso significa que, 
quando há uma resposta imune em curso, as células T auxi- 
liares no centro germinativo são necessárias para possibilitar 
as mutações que levam à maturação da afinidade do anti- 
corpo e, como outra consequência, que os autoantígenos 
solúveis no líquido extracelular podem desativar células B 
autorreativas originadas nos centros germinativos por 
hipermutação. 
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Figura 11.16 C5 circulante causa tolerização das células T, 
mas não das células B, deixando-as desassistidas. Animais 
com deficiência congênita de C5 não apresentam tolerização 
das células T auxiliares e são usados para eliminar a tolerância 
em camundongos normais. 


Provavelmente, a autotolerância em células B e T conta com 
a participação, em graus variáveis, de todos os mecanismos 
expostos, que são resumidos na Figura 11.17. Lembre-se que, ao 
longo da vida de um animal, há diferenciação contínua de novas 
células-tronco em linfócitos imunocompetentes e o que é cedo 
em ontogenia para elas pode ser tarde para o hospedeiro; isso 
significa que os mecanismos de autotolerância ainda estão agindo 
em linfócitos jovens, mesmo em adultos, embora sempre seja um 
alívio notar que a concentração limiar para indução de tolerância 
é muito menor nas células pré-B que nas células B maduras. 
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Ontogenia das células natural killer (NK) 


As células natural killer diferenciam-se principalmente na 
medula óssea a partir de células-tronco hematopoéticas 
(HSC), embora algumas células NK também possam se 
originar no timo a partir de precursores linfoides iniciais 
(ELP, do inglês, early lymphoid precursors). Essas HSC e os 
ELP dao origem a precursores NK que permanecem nos 
órgãos linfoides primários ou semeiam nos linfonodos, 
baço e fígado. IL-2 e IL-15 estimulam os precursores a 
proliferar e se diferenciar. Nessa fase, eles não têm muitos 
dos marcadores de células NK maduras como CD16 
(FcyRIII) e os receptores inibidores e estimuladores NK. 
Após a expressão dos receptores inibidores e a sua subse- 
quente ocupação por moléculas do MHC próprio, ocorre 
um processo denominado “educação” ou “licenciamento” 
das células NK que é fundamental para sua transformação 
em células NK funcionais totalmente maduras. As células 
NK maduras podem então se deslocar para outras regiões 
do corpo, entre elas as mucosas, como a respiratória, GI e 
uterina. 


Resposta geral no recém-nascido 


O linfonodo e o baço continuam relativamente subdesen- 
volvidos no ser humano por ocasião do nascimento, exceto 
quando houve exposição intrauterina a antígenos, como nas 
infecções congênitas pelo vírus da rubéola ou outros micror- 
ganismos. Embora a capacidade de rejeitar enxertos e de 
produzir uma resposta de anticorpos seja razoável ao nasci- 
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Figura 11.17 Mecanismos de autotolerância. (Veja o texto.) sAg, autoantigeno; APC, célula apresentadora de antígeno; Th, célula 
T auxiliar; Treg, célula T reguladora; Tc, precursor da célula T citotóxica. 
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mento, o sistema imune ainda é relativamente imaturo e, 
portanto, a imunocompetência não é completa. Em geral, 
há uma tendência às respostas Th2 no recém-nascido. 
Todavia, os níveis de imunoglobulina, com uma exceção, 
são baixos, sobretudo quando não há infecção intrauterina. 
A exceção é a IgG adquirida por transferência placentária 
da mãe usando o receptor Fc neonatal, FcRn (veja a Figura 
3.17a). A associação de imaturidade imune e a presença de 
anticorpos maternos possivelmente “bloqueadores” que 
limitariam o acesso do antígeno aos receptores das células B 
comprometeriam a geração de memória imunológica contra 
infecções naturais e vacinas no recém-nascido. A IgG 
materna, porém, é catabolizada com meia-vida aproximada 
de 3 a 4 semanas e há, portanto, queda da concentração de 
IgG ao longo dos primeiros 3 meses, acentuada pelo 
aumento do volume sanguíneo do lactente em crescimento. 
Assim, a velocidade de síntese de IgG pelas células B do 
próprio recém-nascido supera a velocidade de degradação da 
IgG materna e há aumento contínuo da concentração geral. 
As outras imunoglobulinas não atravessam a placenta, e os 
níveis baixos, porém significativos, de IgM no sangue do 
cordão são sintetizados pelo bebê (Figura 11.18). Os níveis 
de IgM alcançam patamar de adulto aos 9 meses de idade. 
Há apenas traços de IgA, IgD e IgE na circulação do 
recém-nascido. 
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Figura 11.18 Desenvolvimento dos níveis séricos de 
imunoglobulinas no ser humano. (Segundo Hobbs J.R. (1969) 
Em Adinolfi M. (ed.) Immunology and Development, p. 118. 
Heinemann, Londres.) 


Evolução da resposta imune 


Defesas primitivas 


Quase todos os organismos vivos têm mecanismos desenvol- 
vidos para protegê-los contra infecção. As endonucleases de 
restrição não surgiram para facilitar a vida do geneticista 
molecular, elas fragmentam o DNA estranho e protegem os 
procariotos (bactérias e arqueobactérias) contra infecção por 
vírus bacteriófagos. As amebas são eucariotos unicelulares 
capazes de englobar e, em seguida, degradar material particu- 
lado por fagocitose, um processo que se transformou em 
estratégia de defesa importante em todo o reino animal (veja 
o Marco histórico 1.1). Os mecanismos para o reconheci- 
mento e a subsequente rejeição de elementos estranhos são 
identificados em invertebrados ao longo da escala evolutiva 
até as esponjas marinhas (Figura 11.19). 
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Figura 11.19 Reconhecimento e rejeição de elementos 
estranhos. Os dedos de parabiose de uma esponja marinha da 
mesma colônia são unidos de modo permanente, mas os 
membros de diferentes colônias rejeitam-se mutuamente por 7 a 
9 dias. 


Defesas dos vegetais contra infecção 


Até hoje as respostas imunes em vegetais só foram investigadas 
em quantidade relativamente pequena de espécies, e grande 
parte da pesquisa se concentrou no vegetal superior Arabidopsis, 
da família da mostarda, e em sua resposta à infecção pela 
bactéria Pseudomonas syringae. Todavia, está claro que vegetais 
são capazes de detectar padrões moleculares associados a pató- 
genos (PAMP; veja a p. 4) usando receptores de reconheci- 
mento de padrões (PRR) que iniciam uma cascata de 
sinalização da MAP quinase, que, por sua vez, ativa uma 
explosão respiratória para gerar espécies reativas de oxigênio. 
Além disso, a ativação de vários genes da imunidade leva à 
produção de moléculas como as defensinas, com intensa ati- 
vidade antimicrobiana. Um desses PRR é FLS2 (flagelina- 
-sensível 2), que está presente na membrana plasmática e 
detecta a flagelina bacteriana. Como os vegetais não têm um 


sistema de defesa móvel, essa imunidade ativada por PAMP 
(PTI, do inglês, PAMP-triggered immunity) é uma proprie- 
dade individual das células. Se os patógenos conseguirem 
escapar das respostas da PTI, é empregado um segundo tipo 
de sistema de defesa, mais rápido e mais forte, a imunidade 
ativada por efetor (ETI, do inglês, effector-triggered immu- 
nity). Essas respostas de ETI dependem do reconhecimento 
direto ou indireto de proteínas efetoras do patógeno na célula 
vegetal por proteínas NB-LRR citoplasmásticas (repetição 
rica em leucina de ligação a nucleotídio) codificadas por genes 
R (de resistência). A ETI acarreta a geração de algumas das 
mesmas substâncias antimicrobianas produzidas na PTI, mas 
também inicia uma resposta de hipersensibilidade (RH) ime- 
diata, que leva à apoptose localizada e reduz rapidamente a 
proliferação do agente infeccioso. A RH também induz um 
“estado imune” de resistência sistêmica adquirida (RSA) 
que persiste por várias semanas e estende-se a uma grande 
variedade de patógenos bacterianos, virais e fúngicos além do 
agente infeccioso inicial. Uma série de genes de RSA codifica 
uma grande variedade de proteínas microbicidas que podem 
ser induzidas por mediadores químicos endógenos como o 
ácido salicílico, o ácido jasmônico e o ácido azelaico. O ácido 
jasmônico também contribui para a resistência contra insetos 
herbívoros. 


Mecanismos de defesa microbiana de 
invertebrados 


Em muitos filos, a fagocitose é potencializada por revesti- 
mento com aglutininas e bactericidinas capazes de se ligar a 
PAMP na superfície microbiana, assim constituindo a base 
para o reconhecimento de elementos “estranhos”. É notável 
que a infecção induz com muita rapidez a síntese de uma série 
impressionante de peptídios antimicrobianos em insetos 
superiores após a ativação de fatores de transcrição que se 
ligam a motivos de sequências promotoras homólogos aos 
elementos reguladores participantes da resposta da fase aguda 
em mamíferos. Assim, a molécula toll em Drosophila é um 
receptor para PAMP que ativa NFkB nessas moscas. A 
Drosophila com mutação de perda de função em toll é susce- 
tível a micoses. Os peptídios antimicrobianos produzidos por 
insetos abrangem os peptídios cíclicos com ponte dissulfeto, 
como as defensinas anti-Gram-positivos e o peptídio antifún- 
gico drosomicina. Os peptídios lineares induzíveis por infec- 
ção são as cecropinas e uma série de polipeptídios 
anti-Gram-negativos ricos em glicina ou prolina. As cecropi- 
nas, que também foram identificadas em mamíferos, são pep- 
tídios fortemente catiônicos com hélices a anfipáticas que 
causam desintegração letal das membranas bacterianas 
mediante criação de canais iônicos. 

Também há elementos de um sistema complemento pri- 
mordial nas ordens inferiores. Um inibidor da protease, uma 
B2-macroglobulina estruturalmente homóloga a C3 com 
tioéster interno, é encontrado no límulo. Possivelmente, isso 
representa uma versão ancestral de C3 que é ativada por 
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proteases liberadas em um local de infecção, depositada no 
micróbio e reconhecida como ligante das células fagocitárias. 
O receptor do complemento CR3 é uma integrina, e as inte- 
grinas relacionadas em insetos podem abrigar ancestrais 
comuns. A menção do límulo pode ter estimulado uma rede 
neuronal nos leitores com boa memória a lembrar a síntese 
de limulina (veja a p. 25), que é homóloga à proteína C reativa 
(CRP) da fase aguda em mamíferos; provavelmente, atua 
como uma lectina para opsonizar bactérias e é um produto da 
linhagem evolutiva que acaba por levar a Clq, lectina de 
ligação à manose e proteína surfactante pulmonar. 

A outra principal estratégia empregada com eficiência por 
invertebrados é isolar um microrganismo invasor. Isso é feito, 
por exemplo, por cascatas de proteólise que produzem um 


coágulo de hemolinfa “gelificada” ao redor do agressor. 


As respostas imunes adaptativas surgem com 
os vertebrados 


Vertebrados inferiores 


Os vertebrados ágnatos, que hoje abrangem apenas a lampreia 
e o peixe-bruxa, têm células semelhantes a linfócitos que 
expressam um receptor linfocitário A variável (VLRA) apenas 
transmembrana em células que podem mediar respostas celu- 
lares e um VLRB em células que medeiam respostas humorais 
que também é produzido como molécula secretada. Esses 
VLR não pertencem à superfamília imunoglobulina, mas 
contêm regiões variáveis e constantes e usam um mecanismo 
semelhante ao de conversão gênica para produzir diversidade. 
Os linfócitos e as respostas de células T e B adaptativas genuí- 
nas só surgem na árvore filogenética quando chegamos aos 
vertebrados gnatostomados. 


Surgimento das células T 


Os peixes cartilaginosos têm células T e B bem definidas, além 
de imunoglobulinas 18S e 7S com cadeias pesadas e leves, 
mas as respostas são T-independentes. A ra Xenopus é uma 
espécie dócil, ainda que não seja bonita, para estudo, pois é 
possível produzir com bastante rapidez girinos transgênicos e 
clonados, e tem um sistema linfoide menos complexo que o 
de mamíferos, caracterizado por uma pequena quantidade de 
linfócitos e um repertório restrito de anticorpos não sujeitos 
a mutação somática. Além disso, demonstrou-se a seleção 
tímica positiva e negativa em rás. 

O surgimento do timo nos teleósteos (peixes ósseos), anfi- 
bios, répteis, aves e mamíferos foi evidentemente associado a 
moléculas do MHC, imunidade celular, células T citotóxicas 
e rejeição de aloenxerto. Pode-se argumentar que também 
vemos células B-1 (CD5-positivas) T-independentes filoge- 
neticamente mais antigas às quais se junta uma nova popu- 
lação B-2 T-dependente. No entanto, as respostas de anticor- 
pos secundárias rápidas, heterogêneas, de alta afinidade e 
T-dependentes só são observadas em vertebrados homeotér- 
micos, como aves e mamíferos, e estão diretamente relacio- 
nadas com a evolução dos centros germinativos. 
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Geração de diversidade de anticorpos 


Os mecanismos para a geração de diversidade de anticorpos 
recebem ênfase bastante diferente de uma espécie para outra. 
Já conhecemos bem o sistema de mamíferos, no qual muitos 
segmentos gênicos V D e J participam dos eventos de recom- 
binação. O tubarão Heterodontus francisci também tem muitos 
genes V, mas as oportunidades de junção combinatória estão 
muito restritas pela ligação próxima entre segmentos V D, J 
e C, e isso pode ser um fator na resposta restrita de anticorpos 
dessa espécie. Em nítido contraste, há apenas um gene V 
operacional no locus da cadeia leve da galinha, mas este sofre 
extensa diversificação somática com uso de pseudogenes V 
adjacentes inativos em um processo semelhante à conversão 
gênica. As pessoas que apreciam os camelos devem notar que 
eles não apenas vivem com pouca água, mas que, como as 
lhamas, uma parcela de seus anticorpos funcionais não tem 
cadeias leves. A alça CDR3 especialmente longa na região 
variável da cadeia pesada compensa a ausência de uma cadeia 
leve nesses anticorpos. 


A evolução de linhagens de células B e 
T distintas foi acompanhada pelo 
desenvolvimento de locais separados 
de diferenciação 


Os efeitos diferenciais da bursectomia e timectomia neonatais 
em galinha sobre as respostas humorais e celulares subsequen- 
tes abriram caminho para o reconhecimento final das diferen- 
tes linhagens de linfócitos que servem a essas funções 
(Figura 11.20). Assim como o timo, a bursa de Fabricius 
desenvolve-se como uma evaginação embrionária do endo- 
derma intestinal, dessa vez do intestino posterior e não do 
intestino anterior, e proporciona o microambiente para pro- 
teger as células-tronco que chegam e guiar sua diferenciação 
em linfócitos B imunocompetentes. A bursectomia neonatal 


teve efeito acentuado sobre os níveis totais de imunoglobulina 
e sobre a produção de anticorpos específicos após imunização, 
mas não influenciou excessivamente a resposta de hipersensi- 
bilidade do tipo tardio (DTH, do inglês, delayed-type hyper- 
sensitivity) celular à tuberculina nem afetou a rejeição do 
enxerto nem as respostas enxerto versus hospedeiro. Por outro 
lado, a timectomia comprometeu muito as reações celulares 
e inibiu a produção de anticorpos contra a maioria dos antí- 
genos proteicos. 

O local distinto de diferenciação de células B em um 
órgão linfoide separado na galinha teve imensa utilidade para 
os avanços nessa área, porque possibilitou a realização dos 
tipos de experiência citados anteriormente. No entanto, 
muitos anos se passaram na busca infrutífera por uma bursa 
equivalente em mamíferos antes que se percebesse que o local 
primário de geração de células B era, na verdade, a própria 
medula óssea. 


As moléculas de reconhecimento celular 
exploram a superfamília do gene da 
imunoglobulina 


Quando a natureza encontra por acaso uma estrutura proteica 
(Cmotivo” é a palavra do momento) que medeia com eficácia 
alguma função útil, as forças seletivas da evolução garantem 
seu bom aproveitamento. Assim, as moléculas que participam 
do reconhecimento de antígeno descrito nos Capítulos 3 e 
4 pertencem a uma superfamília de genes relacionada por 
sequência e talvez por um ancestral em comum. Todos os 
polipeptídios membros dessa família, que abrange cadeias de 
Ig pesadas e leves, cadeias do receptor de células T, moléculas 
do MHC e B;-microglobulina, são compostos de uma ou 
mais unidades de homologia imunoglobulínica. Cada domí- 
nio do tipo Ig tem aproximadamente 110 aminoácidos de 
comprimento e é caracterizado por determinados resíduos 
conservados ao redor das duas cisteínas encontradas em cada 
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Figura 11.20 Efeito da bursectomia e 
timectomia neonatais no 
desenvolvimento de competéncia 
imunológica em galinhas. LSP, 
quantidade de linfócitos no sangue 
periférico x 10°; conc. total de Ig, 
concentração de imunoglobulinas 
circulantes; resposta de Ac, resposta 
de anticorpos à imunização com 
antígeno específico; DTH, 
hipersensibilidade do tipo tardio; GVH, 
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domínio e pelos aminoácidos hidrofóbicos e hidrofílicos 
alternantes que dão origem às conhecidas cadeias pregueadas 
B antiparalelas com comprimentos variáveis curtos interpos- 
tos, muito propensos a formar giros invertidos — a “dobra 
de imunoglobulina” (veja a p. 59). 

Uma característica muito importante da estrutura do 
domínio da Ig é a complementaridade mútua, que possibilita 
fortes interações não covalentes interdomínio, como aquelas 
entre Vy e V; e as duas regiões Cy3. A duplicação e a diver- 
sificação gênica podem criar famílias mútuas de moléculas 
que interagem, como CD4 com MHC classe II, CD8 com 
MHC classe I e IgA com o receptor poli-lg (Figura 11.21). 
Do mesmo modo, as moléculas de adesão intercelular 
ICAM-1 e N-CAM (Figura 11.21) têm grande quantidade 
desses domínios, e a longa história evolutiva de N-CAM é 
um forte indício do surgimento precoce dessas estruturas na 
filogenia como mediadores de reconhecimento celular. Em 
esponjas marinhas, as estruturas da superfamília da Ig são 
encontradas tanto na porção extracelular do receptor de tiro- 
sinoquinases (RTK) quanto nas moléculas de reconhecimento 
celular (CRM), ambas as quais parecem participar da rejeição 
de aloenxerto. Um rastreamento recente do banco de dados 
de sequências de proteínas mostrou centenas de membros 
conhecidos da superfamília da Ig. Que família! 

As integrinas, cujos membros incluem o antígeno asso- 
ciado à função leucocitária 1 (LFA-1, do inglês, leukocyte 
function-associated antigen-1) e os antígenos muito tardios 
(VLA, do inglês, very late antigens), formam outra superfamí- 
lia estrutural que contém várias moléculas de superfície da 
célula hematopoética associadas à adesão às proteínas da 
matriz extracelular e aos ligantes da superfície celular; sua 
função é direcionar leucócitos para tecidos específicos (veja a 
discussão na p. 197). 


Capítulo 11 | Ontogenia e Filogenia 317 


Famílias multigênicas 


Pesada leve (4,1) | a B y8 ey ap 
de MHC 
B e e | ole 
A Genes de cópia única 


Thy N-CAM 
(CD90) (CD56) 


* Ligação dissulfeto 
@ Homologia com IgC 


G Domínio MHC 


+ Âncora de GPI 


Receptor 


polia cD4 cD8 


Q Homologia com IgV 
[Ea] Dominio de fibronectina tipo II 


Segmento 
transmembrana 
hidrofébico 


Figura 11.21 A superfamilia de imunoglobulinas. Essa 
superfamilia abrange uma grande quantidade de moléculas de 
superfície que têm uma estrutura em comum, o dominio tipo 
imunoglobulina, sugerindo a evolução a partir de um único 
gene ancestral primordial. A figura mostra alguns exemplos. 
(a) Famílias multigênicas implicadas no reconhecimento de 
antígeno (a cópia única da B,-microglobulina [B,m] é incluída 
em razão de sua associação à classe |). (b) Genes de cópia 
única. Thy-1 está presente nas células T e nos neurônios. O 
receptor poli-lg transporta IgA secretora através das mucosas. 
N-CAM é uma molécula de adesão em células neuronais, 
células NK e uma subpopulação de células T. (Reproduzida 
com permissão de Nature 323, 15. Copyright O 1986, Macmillan 
Magazines Ltd com alguma atualização.) 
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Antígenos CD ajudam a distinguir diferentes 

populações de leucócitos 

m As moléculas da superfície celular definidas por 
anticorpos monoclonais são designadas por 
números CD que podem agir como “marcadores” 
da diferenciação celular. 


Células-tronco hematopoéticas pluripotenciais da 

medula óssea dão origem a todos os elementos 

figurados do sangue 

E A expansão e a diferenciação são estimuladas por 
fatores de crescimento solúveis (estimuladores de 
colônias) e pelo contato com células do estroma 
reticular. 


A diferenciação de células T ocorre no 

microambiente do timo 

= As células T precursoras originadas das células- 
tronco na medula óssea seguem até o timo sob a 
influência das quimiocinas para se tornarem 
células T imunocompetentes. 


Ontogenia das células T 

m A diferenciação em subgrupos de células T 
imunocompetentes é acompanhada de alterações 
no fenótipo de superfície que podem ser 
reconhecidas com anticorpos monoclonais. 

E Os genes do TCR rearranjam-se na zona cortical 
do timo, produzindo um TCR yô ou um pré-TCR 
aß, que consiste em um pré-Ta invariável 
associado a um VB convencional, antes do 
rearranjo final do Va. para gerar o TCR ap maduro. 

E As células pré-T duplo-negativas CD48 são 
estimuladas e expandidas por sinais mediados por 
Notch e outros para se tornarem duplo-positivas 
CD4*8*. 

= As células epiteliais do timo selecionam 
positivamente células T CD4*8* com avidez por 
seu haplótipo MHC, de modo que se desenvolvam 
células T positivas simples CD4* ou CD8* restritas 
para o reconhecimento de antígeno no contexto 
do haplótipo da célula epitelial. 

E As células NKT, que expressam tanto marcadores 
celulares TCR e NK como NK1.1, têm regiões 
variáveis de TCR altamente restritas e reconhecem 
antígenos glicolipídicos apresentados pela molécula 
CD1d semelhante ao MHC. Elas secretam IL-4 e 
IFNy e podem agir como células reguladoras. 


Tolerância das células T 
E A indução de tolerância imunológica é necessária 
para evitar a autorreatividade. 


E As células T de alta avidez que reagem com 
antígenos próprios apresentados por células 
dendríticas medulares e macrófagos são 
eliminadas por seleção negativa. O paradigma de 
que a ligação de baixa avidez ao peptídio-MHC 
produz seleção positiva e de que a alta avidez 
produz seleção negativa provavelmente é 
verdadeiro em linhas gerais, mas pode necessitar 
de algumas correções. 

E O regulador autoimune (AIRE) direciona a 
expressão ectópica de vários antígenos próprios 
órgão-específicos nas células medulares tímicas, 
levando à deleção das células T relevantes. 

E A autotolerância também pode ser causada por 
anergia. 

m Células anérgicas ligadas a uma célula dendrítica 
podem diminuir a capacidade de apresentação do 
antígeno daquela célula, resultando em anergia 
infecciosa. 

E As células T reguladoras normalmente suprimem 
as atividades de células T autorreativas que 
escapam dos processos de deleção ou anergia. 

m Um estado que efetivamente é autotolerância 
também surge quando não há apresentação 
adequada de um autoantígeno aos linfócitos, 
decorrente de sequestro, ausência de células 
apresentadoras de antígeno classe Il ou baixa 
concentração do complexo peptídio-MHC 
(elemento próprio críptico). 


As células B diferenciam-se no fígado fetal e, 

depois, na medula óssea 

m Elas se tornam células B imunocompetentes 
depois dos estágios de células pró-B, pré-B 
e B imaturas. 

E A expressão de Pax5 é essencial para o avanço do 
estágio pré-B para o estágio de célula B imatura. 


As células B1 e B2 constituem duas populações 

distintas 

E As células B-1 constituem uma pequena 
população que expressa alta slgM e baixa sigD. 
As células B-1a são CD5*, e as B-1b são CD5. 
A maioria das células B convencionais, a 
população B-2, é slgM!º, sigD", CD5-. A 
população B-1 predomina no início da vida, 
apresenta alto nível de conectividade idiótipo- 
anti-idiótipo e produz anticorpos polirreativos 
IgM de baixa afinidade, muitos deles 
autoanticorpos, e anticorpos antibacterianos IgM 
“naturais” T-independentes que surgem 
espontaneamente. 
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Desenvolvimento da especificidade das células B 

E A sequência de rearranjos gênicos variáveis de Ig 
é DJ e, depois, VDJ. 

m A transcrição VDJ produz cadeias u que se 
associam com cadeias Vpré-s.As para formar um 
receptor semelhante a IgM de superfície substituto. 

m Esse receptor sinaliza a exclusão alélica de 
cadeias pesadas não rearranjadas e inicia o 
rearranjo de V-J, e, se improdutivo, V-J;. 

E Se o rearranjo em qualquer estágio for 
improdutivo, i. e., não levar a uma estrutura 
aceitável de leitura do gene, há rearranjo do alelo 
no cromossomo-irmão. 

E Os mecanismos de exclusão alélica garantem que 
cada linfócito seja programado para apenas um 
anticorpo. 

E As respostas a diferentes antígenos surgem 
sequencialmente com a idade. 


Indução de tolerância em linfócitos B 

m A tolerância em linfócitos B é induzida por deleção 
clonal, anergia clonal, edição do receptor e 
“desassistência” decorrente da tolerização 
preferencial de células T necessárias para 
cooperar na estimulação de células B. 


Ontogenia de células natural killer (NK) 

m As células NK desenvolvem-se na medula óssea e 
expressam receptores inibidores para MHC classe 
I e receptores estimuladores que reconhecem 
vários ligantes da superfície celular. 


Figura 11.22 Diferenciação 
antígeno-independente e 
maturação antígeno- 
dependente de células T e B. 
Os timócitos corticais são 
selecionados positivamente para 
reconhecer o haplótipo do MHC 
próprio. TdT, desoxinucleotidil 
transferase terminal. 


Células efetoras 


Resposta geral no recém-nascido 

E A IgG materna atravessa a placenta e garante alto 
nível de imunidade passiva por ocasião do 
nascimento. 

E A Figura 11.22 resume a diferenciação antígeno- 
independente nos órgãos linfoides primários e a 
maturação estimulada por antígeno nos órgãos 
linfoides secundários. 


Evolução da resposta imune 

E Até mesmo os organismos procariotos precisam 
se defender contra infecção, por exemplo, usando 
endonucleases de restrição para destruir o DNA 
estranho. 

E Os vegetais usam imunidade estimulada por PAMP 
(PTI) respaldada pela imunidade estimulada por 
efetor (ETI), que podem causar resistência 
sistêmica adquirida (RSA) a infecções com ampla 
especificidade e duração de várias semanas. 

E O reconhecimento de elementos próprios é 
fundamental para organismos multicelulares, até 
mesmo para formas inferiores como as esponjas 
marinhas. 

m Os invertebrados têm mecanismos de defesa 
baseados na fagocitose, destruição por vários 
peptídios microbicidas e aprisionamento do 
invasor por coagulação da hemolinfa. 

E As respostas das células B e T são bem definidas 
em vertebrados e a evolução dessas linhagens 
distintas foi acompanhada pelo desenvolvimento 
de locais separados de diferenciação. 
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E O sucesso da estrutura de domínio da 
imunoglobulina, talvez por sua capacidade de 
ligação mútua não covalente, foi explorado pela 
evolução para produzir a enorme superfamília Ig 
de moléculas de reconhecimento, que abrange 
Ig, TCR, MCH classes | e Il, B>-microglobulina, 


CD4, CD8, receptor poli-lg e Thy. Outra 
superfamília, das integrinas, que inclui as 
moléculas LFA-1 e VLA, está relacionada com a 
ligação de leucócitos às células endoteliais e às 
proteínas da matriz extracelular. 
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Para lembrar 


O sistema imune tem à disposição uma grande variedade de células e 
moléculas para combater infecções. Os fagócitos englobam pequenos 
patógenos, como bactérias, vírus e fungos e, em seguida, usam um amplo 
leque de componentes microbicidas para destruir o organismo aprisionado. 
Patógenos grandes demais para serem englobados, como os vermes 
parasitos, podem ser destruídos pela liberação de substâncias tóxicas por 
células como os eosinófilos. Os anticorpos também são eficazes contra 
patógenos extracelulares e atuam principalmente por seus efeitos como 
opsoninas para fagocitose e iniciando a via clássica de ativação do 
complemento. O complemento também pode ser ativado diretamente por 
patógenos extracelulares, seja pela via alternativa, seja pela via da lectina. O 
sistema imune tem de empregar diferentes estratégias contra patógenos 
intracelulares, já que estes não costumam ser suscetíveis às células 
fagocitárias nem à imunidade humoral. Os linfócitos T citotóxicos e as 
células NK destroem as células hospedeiras infectadas por vírus, assim 
privando o patógeno da capacidade de se multiplicar. No caso de bactérias 
intracelulares, como o Mycobacterium tuberculosis residente em 
macrófagos, as propriedades ativadoras de macrófagos do IFNy são úteis. 
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Introdução 


Nós estamos em constante guerra contra os micróbios que nos cercam, e os processos de mutação e 
evolução tenderam a selecionar microrganismos que desenvolveram meios de se esquivar dos nossos 
mecanismos de defesa. Os patógenos ainda têm um preço muito alto (Figura 12.1), sobretudo nos países 
desenvolvidos. Infecções surgidas recentemente, entre elas as variantes da influenza A H1N1 e H5N1, E. coli 
0157:H7, Clostridium difficile, prions, Legionella pneumophila, Chlamydia trachomatis, HIV e vírus Ebola estão 
consumindo os recursos destinados à atenção à saúde. Além disso, ressurgiram antigos adversários, como 
dengue, vírus do Nilo Ocidental, cólera, peste, febre do vale do Rift e doença de Lyme. Mais da metade dos 
patógenos humanos corresponde a zoonoses, infecções encontradas em outras espécies, mas que podem ser 
transmitidas dos animais para os homens. As mudanças climáticas atuais decorrentes do aquecimento global 
podem aumentar as doenças infecciosas transmitidas por vetores, como a malária, em muitas partes do 
mundo, incluindo os EUA e a Europa. Neste capítulo, analisamos as estratégias concorrentes variadas, 
frequentemente engenhosas, que nós e nossos inimigos desenvolvemos. 


A infecção ainda é um importante 
problema da atenção à saúde 


Em meados do século passado parecia que a introdução de 
antibióticos havia finalmente derrotado as doenças infeccio- 
sas, mas a multirresistência tornou-se uma preocupação 
enorme, como se observou em casos de tuberculose, malária, 
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Pseudomonas 
aeruginosa e Staphylococcus aureus resistente à meticilina 
(MRSA, do inglês, methicillin-resistant Staphylococcus aureus). 
Os S. aureus tornaram-se resistentes às sulfas na década de 
1940, à penicilina na década de 1950, à meticilina na década 
de 1980 e à vancomicina em 2002. 

As infecções que surgem depois de 48 h de internação 
hospitalar podem ter sido adquiridas no hospital e são deno- 
minadas infecções “nosocomiais”; o MRSA e outros micror- 
ganismos multirresistentes costumam estar à espreita nessas 


Infecções respiratórias agudas 


AIDS 


Doenças diarreicas 


Tuberculose* 


Malária 
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Milhões 


Figura 12.1 Estimativa das mortes anuais por doenças 
infecciosas. Essas cinco doenças causam quase 90% das 
mortes por doenças infecciosas em todo o mundo. Os dados 
baseiam-se em estimativas para o ano de 2008. *Exclui mortes 
por tuberculose em pacientes infectados pelo HIV. Veja mais 
informações em hitp://www.who.int/topics/infectious diseases/en 


instituições, assim como o Clostridium difficile tipo 027, que 
tem uma mutação cuja consequência é a produção de altos 
níveis de toxina. Também se nota cada vez mais que os agentes 
infecciosos estão relacionados com muitas doenças “não infec- 
ciosas”, como a associação do Helicobacter pylori à úlcera e ao 
câncer gástricos, bem como de vários vírus com outros 
cânceres. 


Inflamação revisitada 


Em geral, a reação inicial aos patógenos que rompem as bar- 
reiras protetoras externas (p. 6) é uma resposta inflamatória 
aguda que tem como consequência o afluxo de leucócitos, 
complemento, anticorpos e outras proteínas do plasma para 
o local de infecção ou lesão. Isso foi exposto nos capítulos 
introdutórios, mas vamos agora reexaminar mais detidamente 
os mecanismos de inflamação. Pode ser conveniente rever as 
seções pertinentes nos Capítulos 1 e 2, sobretudo aquelas 
relacionadas com as Figuras 1.21 e 1.22. 


Mediadores da inflamação 


Uma complexa variedade de mediadores participa das respostas 
inflamatórias agudas (Figura 12.2). Alguns têm ação direta na 
parede muscular lisa que circunda as arteríolas e alteram o fluxo 
sanguíneo. Outros atuam nas vênulas e provocam a contração 
das células endoteliais com abertura transitória das junções 
interendoteliais e consequente transudação de plasma. A migra- 
ção de leucócitos da corrente sanguínea é facilitada por media- 
dores que aumentam a expressão de moléculas de adesão em 
células endoteliais e leucócitos e de outras que levam os leucó- 
citos até o local da inflamação por quimiotaxia. 


Os leucócitos ligam-se às células endoteliais 
por emparelhamento das moléculas de adesão 


Redirecionar leucócitos que se movem com ímpeto para o 
local da inflamação pode ser comparado a induzir touros em 
debandada pela rua principal de Pamplona a seguir com 
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Figura 12.2 Principais mediadores da inflamação aguda. O leitor deve consultar a Figura 1.21 para recordar a variedade de 
produtos gerados pelo mastócito. As citocinas de ação tardia, como a interleucina IL-18, provêm principalmente de macrófagos, que 
também secretam prostaglandina E, (PGE;), leucotrieno B, e a quimiocina ativadora de neutrófilos NAP-2 (CXCL7). 


calma para as ruas secundárias. A adesão dos leucócitos à 
parede dos vasos endoteliais pela interação da ligação com- 
plementar de moléculas da superfície celular é uma etapa 
absolutamente crucial. Várias classes de moléculas têm essa 
função, e algumas delas agem como lectinas e se unem a um 
ligante carboidrato no parceiro complementar. 


Início da resposta inflamatória aguda 


Um acontecimento bem inicial é o aumento da selectina P e 
do fator ativador de plaquetas (PAF) nas células endoteliais 
que revestem as vênulas pela histamina ou trombina liberada 
pelo estímulo inflamatório original. O recrutamento dessas 
moléculas das vesículas intracelulares de armazenamento 
garante seu aparecimento na superfície celular dentro de 
minutos. A ocupação do domínio tipo lectina na extremidade 
da molécula de P-selectina por carboidratos determinantes de 
sialil-Lewis* presentes no ligante glicoproteico-1 da P-selectina 
(PSGL-1) na superfície do neutrófilo faz com que a célula 
desacelere, role ao longo da parede endotelial e ajude o PAF 
a se acoplar ao receptor correspondente. Isso, por sua vez, 


aumenta a expressão superficial das integrinas LFA-1 (molé- 
cula associada à função linfocitária 1) e Mac-1, que unem o 
neutrófilo com muita firmeza à superfície endotelial 
(Figura 12.3). 

A ativação dos neutrófilos também aumenta sua sensibi- 
lidade a agentes quimiotáticos e, sob a influência de C5a e 
leucotrieno B4, eles saem da circulação, passando pelos 
espaços entre as células endoteliais, atravessam a membrana 
basal (diapedese) e dirigem-se segundo o gradiente quimio- 
tático até o local da inflamação. Aí fagocitam os microrga- 
nismos e usam seus vários mecanismos de destruição para 
eliminar o patógeno (veja a p. 13). Além disso, eles liberam 
redes extracelulares de neutrófilos (NET, do inglês, neutro- 
phil extracellular traps), que funcionam como uma teia de 
aranha para capturar a presa e impedir sua fuga (Figura 12.4). 
As NET contêm vários agentes antimicrobianos, entre eles 
elastase, proteinase 3, gelatinase, triptase, proteína bacteri- 
cida por aumento da permeabilidade (BPI), catepsina G, 
mieloperoxidase, lactoferrina e catelicidina LL-37, assim 
também contribuindo diretamente para a destruição dos 
microrganismos. 
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Figura 12.3 Acontecimentos iniciais na inflamação que afetam a marginação e a diapedese dos neutrófilos. (1) Mediadores 
como histamina e trombina induzem o aumento de P-selectina na parede do vaso. A interação leucócito-endotélio (rolamento) 
ocorre após a união aos ligantes no neutrófilo polimorfonuclear (PMN), como o ligante glicoproteico-1 da P-selectina (PSGL-1, 
CD162). (2) A indução subsequente do fator ativador de plaquetas (PAF) e sua ocupação pelo receptor de PAF no neutrófilo ativam 
o leucócito, resultando na expressão de integrinas como o antígeno funcional leucocitário-1 (LFA-1). (3) A molécula de adesão 
intercelular-1 (ICAM-1) também é expressa no endotélio, permitindo a adesão estável por interação com LFA-1. Um gradiente 
quimiotático é produzido por C5a e leucotrieno B, (LTB,), levando à (4) diapedese dos neutrófilos ativados. (5) A expressão 
subsequente de E-selectina endotelial (promovida por IL-1B, TNF e LPS) e de IL-8 induz a ligação e a ativação de mais neutrófilos e 
(6) sua diapedese para os tecidos. (Compare os acontecimentos implicados no endereçamento e na transmigração de linfócitos, 


Figura 7.6.) 


A lesão do endotélio vascular, que expõe a membrana basal, 
e toxinas bacterianas como o lipopolissacarídio (LPS), estimu- 
lam as vias de coagulação sanguínea e fibrinólise. A ativação 
das plaquetas, por exemplo, por contato com o colágeno da 
membrana basal ou com o PAF endotelial induzido, provoca 
a liberação de muitos mediadores inflamatórios, que incluem 
a histamina e várias quimiocinas armazenadas em grânulos. 
Alguns mediadores recém-sintetizados, como a IL-1, são tra- 
duzidos a partir do mRNA nas plaquetas anucleadas. Há agre- 
gação das plaquetas ativadas e a formação de trombo é iniciada 
por aderência, com o auxílio da glicoproteína plaquetária Ib, 
ao fator de Willebrand na superfície vascular. Esses tampões 
plaquetários detêm a perda de sangue de uma artéria lesada, 
mas no sistema venoso o local lesado é vedado por um coágulo 


de fibrina resultante da ativação do sistema de coagulação 
intrínseco por contato do fator de Hageman (fator XII) com a 
superfície exposta da membrana basal. O fator de Hageman 
ativado também estimula os sistemas da cinina e plasmina, e 
vários produtos resultantes influenciam o processo inflamató- 
rio, incluindo a bradicinina e os fibrinopeptídios que, junta- 
mente com os componentes do complemento C3a e C5a, 
aumentam a permeabilidade vascular, e a trombina, que con- 
tribui para a ativação do endotélio. 


Processo inflamatório em curso 


Não se pode ignorar o papel dos macrófagos teciduais que, 
sob o estímulo de infecção ou lesão local, secretam uma série 
impressionante de mediadores. Em particular, as citocinas 
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Figura 12.4 Redes extracelulares de neutrófilos. A liberação de proteínas granulares e cromatina dos neutrófilos leva ao 
surgimento de redes extracelulares de neutrófilos (NET), que impedem a disseminação bacteriana e garantem que substâncias 
microbicidas liberadas pelos neutrófilos sejam mantidas na adjacência imediata das bactérias para que haja destruição ideal dos 
micróbios e danos colaterais mínimos aos tecidos do hospedeiro. Micrografia eletrônica de varredura de NET de neutrófilos ativados 
por IL-8: (A) Staphylococcus aureus; (B) Salmonella typhimurium; (C) Shigella flexneri. A barra corresponde a 500 nm. (Reproduzida 
de Brinkman V. et al. (2004) Science 303, 1532, com permissão dos editores.) 


IL-1B e TNF atuam posteriormente à histamina ou trombina 
para estimular as células endoteliais e manter o processo infla- 
matório por aumento da expressão de E-selectina e manuten- 
ção da expressão de P-selectina. Assim, a expressão de 
E-selectina ocorre 2 a 4 h depois do início da inflamação 
aguda e depende da ativação da transcrição gênica. A 
E-selectina ocupa o ligante glicoproteico-1 da E-selectina 
(ESL-1) no neutrófilo. Outros componentes de ação posterior 
são as quimiocinas (citocinas quimiotáticas) IL-8 (CXCL8) 
e peptídio ativador de neutrófilos-2 (NAP-2, CXCL7), muito 
eficazes na quimioatração de neutrófilos. IL-1B e TNF 
também atuam nas células endoteliais, fibroblastos e células 
epiteliais, estimulando a secreção de outra quimiocina, 
MCP-1 (CCL2), que atrai fagócitos mononucleares para o 
local da inflamação a fim de fortalecer e manter a reação de 
defesa contra infecção. 

Talvez este seja um bom momento para lembrarmos o 
papel importante das quimiocinas (Tabela 9.2) na atração sele- 
tiva de vários tipos de leucócitos para focos inflamatórios. Em 
geral, as quimiocinas inflamatórias são induzidas por produtos 
microbianos como lipopolissacarídios (LPS) e citocinas proin- 
flamatórias, entre elas IL-1B, TNF e IFNy. Em uma ampla 
generalização, as quimiocinas da subfamília CXC, como IL-8, 
são específicas para neutrófilos e, em graus variáveis, para lin- 
fócitos, enquanto as quimiocinas com o motivo CC são qui- 
miotáticas para células T, monócitos, células dendríticas e, de 
modo variável, para células natural killer (NK), basófilos e 
eosinófilos. A eotaxina (CCL11) é quimiotática para eosinéfi- 
los, e a presença de concentrações significativas desse mediador 
juntamente com RANTES (regulado por meio de ativação de 
quimiocina expressa e secretada por célula T normal, CCLS5) 
nas superfícies da mucosa contribui para o aumento da popu- 
lação de eosinófilos nesses tecidos. As diferentes quimiocinas 
ligam-se às glicosaminoglicanas sulfato de heparina e sulfato de 
heparana específicas de modo que, após a secreção, seja possível 


manter o gradiente quimiotático por fixação à matriz extrace- 
lular como um tipo de andaime. 

É claro que toda essa operação serve para concentrar as 
defesas imunes em torno dos microrganismos invasores. Estes 
são recobertos por anticorpos, C3b e algumas proteínas da 
fase aguda e estão prontos para fagocitose pelos neutrófilos e 
macrófagos; sob a influência dos mediadores inflamatórios, 
há aumento da expressão dos receptores de complemento e 
de Fc, amplificação das respostas fagocitárias e estimulação da 
capacidade destrutiva, tudo convergindo para a destruição 
dos micróbios. 

Sem dúvida, é benéfico recrutar linfócitos para os locais 
de infecção e convém lembrar que as células endoteliais nessas 
áreas expressam VCAM-1 (veja a p. 200), que atua como 
receptor de direcionamento para células T de memória ativa- 
das VLA-4-positivas, enquanto muitas quimiocinas (veja a 
Tabela 9.2) são quimiotáticas para linfócitos. 


Regulação e resolução da inflamação 


Com sua habitual prudência, a evolução criou mecanismos 
reguladores para evitar que a inflamação fuja ao controle. No 
nível humoral, temos uma série de proteínas reguladoras do 
complemento: inibidor de C1, proteína de ligação a C4b, 
proteínas controladoras de C3, fatores H e I, receptor do 
complemento CR1 (CD35), fator acelerador do decaimento 
(DAE, CD55), proteína cofator de membrana (MCP, CD46), 
imunoconglutinina e fator de restrição homólogo 20 (HRF20, 
CD59) (veja a p. 389). Algumas proteínas da fase aguda deri- 
vadas do transudato plasmático, entre elas o-1-antiquimio- 
tripsinogênio, a-1-antitripsina, cofator-2 da heparina e 
inibidor do ativador do plasminogênio tipo 1, são inibidores 
da protease. 

No nível celular, PGE,, o fator transformador de cresci- 
mento-B (TGFB) e os glicocorticoides são potentes regulado- 
res. PGE, é um potente inibidor da proliferação de linfócitos 
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e da produção de citocinas por células T e macrófagos. O 
TGEB desativa macrófagos por inibir a produção de interme- 
diários reativos do oxigênio, o que inibe o transativador do 
MHC classe II (CIITA) e, portanto, diminui a expressão da 
classe II, reprimindo o entusiasmo citotóxico de macrófagos 
e células NK. Os efeitos anti-inflamatórios dos glicocorticoi- 
des endógenos produzidos pelo eixo hipotalâmico-hipofisá- 
rio-suprarrenal são exercidos tanto por repressão de vários 
genes para citocinas proinflamatórias e moléculas de adesão 
quanto pela indução dos inibidores da inflamação lipocor- 
tina-1, inibidor da proteinase secretada por leucócitos (SLPI, 
um inibidor da elastase de neutrófilos) e antagonista do recep- 
tor de IL-1. IL-10 inibe a apresentação do antígeno, a pro- 
dução de citocinas e a destruição por macrófagos mediada por 
óxido nítrico (NO), sendo esta última inibição muito estimu- 
lada pela ação sinérgica com IL-4 e TGFB. 

Uma vez eliminado o agente que provocou a reação infla- 
matória, esses processos reguladores normalizam o local. 
Quando a inflamação traumatiza o tecido por sua intensidade 
e extensão, o TGFB tem papel importante na cicatrização 
subsequente da ferida estimulando a divisão dos fibroblastos 


e a deposição de novos elementos da matriz extracelular. 


Inflamação crônica 


Se um agente inflamatório persistir, seja em razão de sua resis- 
tência à degradação metabólica, seja pela incapacidade de um 
sistema imune deficiente eliminar o micróbio infeccioso, há 
modificação do caráter da resposta celular. O local passa a ser 
dominado por macrófagos de morfologia variável: muitos têm 
aparência ativa, alguns dão origem às células “epitelioides” e 
outros se unem e formam células gigantes. Também é frequente 


a presença de linfócitos com várias aparências. Esse granuloma 
característico isola o agente persistente do restante do corpo 
(veja a hipersensibilidade tipo IV no Capítulo 15, p. 426). 


Respostas protetoras contra bactérias 


A maioria das bactérias tem uma existência extracelular que 
as torna suscetíveis às células fagocitárias e ao complemento. 
Neutrófilos e macrófagos podem empregar seus receptores de 
reconhecimento de padrões para identificar diretamente 
padrões moleculares associados a patógenos dos micróbios. O 
complemento pode ser ativado pela via alternativa ou da 
lectina. No entanto, a situação começa realmente a ficar des- 
favorável para os microrganismos com a entrada em cena dos 
anticorpos, pois o complemento então só pode ser ativado 
pela via clássica, para não mencionar o fato de que a opsoni- 
zação das bactérias é muito eficiente para estimular a fagoci- 
tose. No entanto, os microrganismos não aceitam tudo isso 
passivamente e desenvolveram uma série de estratégias para 
evitar a destruição. 


Estratégias de sobrevivência das bactérias 


Como praticamente todos os agentes infecciosos, qualquer 
possível estratégia de proteção em que você pense já foi usada 


por algum micróbio (Tabela 12.1). 


Fuga da fagocitose 


As paredes celulares das bactérias não são todas iguais 
(Figura 12.5) e em alguns casos há resistência inerente aos 
agentes microbicidas; mas muitas outras estratégias são usadas 


para escapar das defesas fagocitárias (Figura 12.6) ou mediadas 


Tabela 12.1 Exemplos de mecanismos usados por bactérias para evitar a resposta imune do hospedeiro. 


(Parcialmente baseada em Merrell D.S. e Falkow S. (2004) Nature 430, 250.) 


Processo imune Exemplo 
Fagocitose Yersinia 

Legionella 
Complemento Streptococcus pyogenes 
Apoptose Shigella flexneri 


Mycobacterium tuberculosis 
Vibrio cholerae 
Bordetella pertussis 


Produção de citocinas 


Anticorpo Staphylococcus aureus 
Neisseria gonorrhoeae 
Ativação da célula T Helicobacter pylori 


Inibição do esqueleto de actina em fagócitos por clivagem de 
Rhoa por YopT (veja a Figura 12.8) 


Os genes de multiplicação intracelular Dot/icm inibem a fusão de 
fagolisossomos 


A ligação de proteína M à proteína de ligação a C4b reduz a 
atividade de C3 converstase 


Ativação de caspase-1 mediada por IpaB induz apoptose (veja a 
Figura 12.8) 


A expressão aumentada de bci2 e Rb inibe a apoptose 
Inibição pela proteína da cólera da secreção de IL-12 
Indução de IL-1 e IL-4 pela toxina da B. pertussis 


A opsonização por IgG para fagocitose é bloqueada pela ligação 
da proteína A ao anticorpo na ordem “errada” 


Variação antigênica por recombinação no gene pilE 


A citotoxina vacuolante VacA inibe as vias de sinalização da 
calcineurina 
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Ácido 
lipoteicoico 


Gram-positivas 


Gram-negativas 


Lipoarabino- 
manana 
Glicolipidios 
8 Ácidos micólicos 
Arabinogalactana 


Peptidoglicana 
(mureina) 


Membrana celular 


Micobactéria 


Figura 12.5 A estrutura das paredes celulares bacterianas. Todos os tipos têm uma membrana interna e uma parede de 
peptidoglicana que pode ser clivada por lisozima. A dupla camada lipídica externa das bactérias Gram-negativas, suscetível à ação 
de proteínas do complemento ou catiônicas, às vezes contém lipopolissacarídio (LPS; também conhecido como endotoxina; 
composto de um polissacarídio hidrofílico na parte distal da membrana [que forma os antígenos O-específicos muito polimórficos] 
fixado a um polissacarídio central basal, ligado ao lipídio A hidrofóbico de ancoragem à membrana). Existem 179 variantes de 
antígeno O de Escherichia coli conhecidas. A parede celular micobacteriana é muito resistente à degradação. Por vezes, bactérias 
Gram-positivas e Gram-negativas também têm fimbrias ou flagelos. Os três tipos de parede celular bacteriana podem ou não ser 
cobertos por uma cápsula externa. Quando presentes, as cápsulas externas costumam proteger as bactérias contra fagocitose. 


por complemento (Figura 12.7). Um mecanismo comum 
usado por microrganismos virulentos para escapar da fagocitose 
é a síntese de uma cápsula externa, que não adere com facili- 
dade às células fagocitárias e recobre moléculas de carboidratos 
na superfície bacteriana que, não fosse isso, seriam reconhecidas 
por receptores nos fagócitos. Por exemplo, 10 pneumococos 
encapsulados são suficientes para matar um camundongo, mas, 
quando a cápsula é retirada por tratamento com hialuronidase, 
são necessárias 10.000 bactérias. Muitos patógenos desenvol- 
vem cápsulas que impedem o acesso físico de fagócitos ao C3b 
depositado na parede celular bacteriana. 

Outros microrganismos têm moléculas de superfície celular 
com atividade antifagocitária e alguns chegam a secretar exo- 
toxinas, que intoxicam os leucócitos. Outro artifício é entrar 
em uma célula não fagocitária e se esconder do fagócito pro- 
fissional. Provavelmente alguns microrganismos tentam evitar 
a provocação indevida de células fagocitárias aderindo à super- 
ficie externa da mucosa intestinal e colonizando-a. 


Desafio ao sistema complemento 


Baixa ativação do complemento. As células normais dos mamí- 
feros são protegidas contra a destruição pelo complemento 
por proteínas reguladoras como MCP e DAE, que degradam 
a C3 convertase (veja os comentários mais detalhados na 
p- 389). Os microrganismos não tém essas proteínas regula- 
doras, de modo que, mesmo na ausência de anticorpos, a 
maioria deles ativaria a via alternativa do complemento por 
estabilização da C3bBb convertase em sua superfície e/ou por 
ativação da via da lectina após interação com açúcares micro- 
bianos. No entanto, as cápsulas bacterianas em geral tendem 
a ser maus ativadores do complemento, e as pressões seletivas 
favoreceram a síntese de cápsulas cujos componentes de 
superfície não permitem a ligação estável da convertase. 
Aceleração da degradação do complemento. Os membros 
dos reguladores da família de ativação do complemento 


(RCA) que diminuem a atividade da C3 convertase são a 
proteína de ligação de C4b (C4BP), o fator H e a proteina-1 
semelhante ao fator H (FHL-1). Algumas moléculas da super- 
fície bacteriana, sobretudo aquelas ricas em ácido siálico, 
ligam-se ao fator H, que age como foco para a degradação de 
C3b pela serinoprotease fator I (veja a p. 19). Isso é obser- 
vado, por exemplo, com a Neisseria gonorrhoeae. Do mesmo 
modo, as regiões hipervariáveis das proteínas M de algumas 
cepas de Streptococcus pyogenes (estreptococos do grupo A) são 
capazes de se ligar a FHL-1, enquanto outras cepas diminuem 
a ativação do complemento mediante interação com C4BP, 
dessa vez agindo como cofator para a degradação, mediada 
pelo fator I, do componente C4b de C4b2a, a C3 convertase 
da via clássica. O Haemophilus influenzae, todos os estrepto- 
cocos do grupo A e os estreptococos dos grupos B, C e G de 
origem humana produzem uma C5a peptidase que atua como 
fator de virulência mediante clivagem proteolítica e subse- 
quente inativação de C5a. 

Desvio do complemento. Algumas espécies evitam a lise 
mediante desvio do local de ativação do complemento para 
uma proteína de atração secretada ou para uma posição na 
superfície bacteriana distante da membrana celular. 

Resistência à inserção de componentes terminais do comple- 
mento. Microrganismos Gram-positivos (veja a Figura 12.5) 
desenvolveram camadas espessas de peptidoglicanas que 
impedem a inserção do complexo lítico de ataque à mem- 
brana C5b-9 na membrana da célula bacteriana. Muitas cáp- 
sulas têm a mesma função (Figura 12.7). 


Interferência nos eventos internos no macréfago 


As bactérias Gram-negativas entéricas desenvolveram vários 
mecanismos para influenciar a atividade dos macrófagos, 
entre eles induzir a apoptose, impedir a fusão de fagossomo- 
lisossomo e afetar o citoesqueleto de actina (Figura 12.8). 
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Figura 12.6 Estratégias das 
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Figura 12.8 As bactérias entéricas escapam das defesas dos 
macrófagos. As moléculas IpaB (antígeno plasmidial de invasão 
B) e SipB (proteína invasora B de Salmonella) secretadas por 
Shigella e Salmonella, respectivamente, ativam a caspase 1 e 
desencadeiam uma série de acontecimentos que culminam na 
morte do macréfago por apoptose. A proteína SpiC (ilha de 
patogenicidade C de Salmonella) inibe o tráfego de vesículas 
celulares e, portanto, é capaz de impedir a fusão dos 
lisossomos às vesículas fagocitárias. A Yersinia produz várias 
moléculas Yop (proteínas externas de Yersinia) capazes de 
interferir na atividade normal do fagócito. Por exemplo, YopJ 
inibe a produção de fator de necrose tumoral (TNF) e diminui o 
fator nuclear «B (NFxB) e MAP quinases, assim facilitando a 
apoptose por inibição das vias antiapoptóticas. A YopT impede 
a fagocitose por modificação da GTPase Rhoa implicada na 
regulação do citoesqueleto de actina. (Baseada em Donnenberg 
M.S. (2000) Nature 406, 768.) 


Variação antigênica 


Antígenos individuais podem ser alterados ante determinada 
resposta de anticorpos do hospedeiro. O exemplo é a variação 
das lipoproteínas de superfície no espiroqueta Borrelia burg- 
dorferi causador da doença de Lyme, das enzimas participan- 
tes da síntese de estruturas de superfície no Campylobacter 
jejuni e dos pili na Neisseria meningitidis. Além disso, podem 
surgir novas cepas, como ocorreu com a E. coli 0157:H7 que 
pode causar síndrome hemolítico-urêmica fatal e parece ter 
surgido há cerca de 50 anos pela incorporação de genes da 
toxina da Shigella no genoma da E. coli 055. 


Contra-ataque do hospedeiro 


Os anticorpos podem derrotar essas tentativas de evitar o englo- 
bamento por neutralização das moléculas antifagocitárias e por 
ligação à superfície dos microrganismos para pôr em foco o 
local para fixação do complemento, assim “opsonizando-os” 
para ingestão por neutrófilos e macrófagos ou preparando-os 
para o complexo de ataque à membrana terminal (Marco 
Histórico 12.1). No entanto, a produção de anticorpos por 
células B geralmente requer ajuda das células T, e as células T 
devem ser ativadas por células apresentadoras de antígeno. 


Como discutido no Capítulo 1, mas tão importante que 
vale a pena repetir, os padróes moleculares associados ao pató- 
geno (PAMP), como a importantíssima endotoxina lipopolis- 
sacarídio (LPS) de bactérias Gram-negativas, peptidoglicanas, 
ácidos lipoteicoicos, mananas, DNA bacteriano, RNA bifila- 
mentar e glucanas, são moléculas expressas em larga escala por 
patógenos microbianos, mas ausentes nos tecidos do hospe- 
deiro. Assim, essas moléculas atuam como um serviço de alerta 
para o sistema imune, que detecta sua presença usando recep- 
tores de reconhecimento de padrão (PRR) expressos na super- 
fície das células apresentadoras de antígeno. Nós lembraremos 
que esses receptores incluem o receptor da manose (CD206), 
que facilita a fagocitose de microrganismos por macrófagos, e 
o receptor scavenger (CD204), que medeia a retirada de bacté- 
rias da circulação. A proteína de ligação ao LPS (LBP) transfere 
o LPS para o PRR CD14 em monócitos, macrófagos, células 
dendríticas e células B. Isso leva ao recrutamento da molécula 
receptora Toll-like 4 (TLR4), que ativa a expressão de genes 
proinflamatórios, incluindo aqueles para IL-1, IL-6, IL-12 e 
TNE, e ao aumento das moléculas coestimuladoras CD80 
(B7.1) e CD86 (B7.2). Embora cada um dos cerca de 13 
receptores Toll-like caracterizados até agora reconheça estrutu- 
ras microbianas amplamente expressas, foi sugerido que em 
conjunto são capazes de discriminar, em algum grau, diferentes 
patógenos por detecção de combinações específicas de PAMP 
em um método semelhante a um “código de barras”. 


Neutralização de toxinas 


Os anticorpos circulantes podem neutralizar as moléculas 
antifagocitárias solúveis e outras exotoxinas (p. ex., fosfolipase 
C de Clostridium perfringens) liberadas por bactérias. A com- 
binação perto do local de atividade biológica da toxina cau- 
saria o bloqueio estereoquímico da reação com o substrato, 
enquanto a combinação distante do local ativo também 
poderia causar inibição por alterações da conformação alos- 
térica. Em seu complexo com anticorpo, a toxina pode ser 
incapaz de se difundir com rapidez e será suscetível à 
fagocitose. 


Opsonização de bactérias 


Independente de anticorpos. As diferenças entre as estruturas 
de carboidratos bacterianas e próprias são exploradas pelas 
colectinas (veja a p. 25), uma série de moléculas com ultraes- 
trutura semelhante à Clq e que têm domínios de lectina 
C-terminais. Estes incluem a lectina ligadora de manose 
(MBL) que, ao se ligar à manose terminal na superfície bac- 
teriana, inicia a ativação do complemento independente de 
anticorpo (veja a p. 25). Outras colectinas, proteínas surfac- 
tantes pulmonares SP-A e SP-D e, no gado bovino, a conglu- 
tinina, também reconhecem ligantes de carboidratos e podem 
agir como opsoninas (veja o Marco histórico 12.1) mediando 
a fagocitose em virtude da ligação ao receptor Clq. 
Aumentada por anticorpos. As bactérias encapsuladas que 
resistem à fagocitose tornam-se muito atraentes para neutró- 
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fe) Marco histórico 


A pesquisa pioneira que levou ao reconhecimento da 
proteção antibacteriana assegurada por anticorpos 
concentrou-se nos últimos anos do século XIX. Um bom 
momento para iniciar a história é a descoberta de Roux e 
Yersin, em 1888, no Instituto Pasteur em Paris, de que a 
exotoxina do bacilo da difteria poderia ser isolada de um 
filtrado sem bactérias do meio usado para cultivar o 
organismo. Von Behring (Figura M12.1.1) e Kitasato, no 
Instituto Robert Koch em Berlim, em 1890, prosseguiram e 
mostraram que animais desenvolviam imunidade contra 
essas toxinas em razão da produção de substâncias 
neutralizantes específicas denominadas genericamente de 
anticorpos (contra corpos estranhos) (Figura M12.1.2). 
Depois, eles conseguiram efetuar a transferência passiva da 
imunidade para outro animal com soro contendo a 
antitoxina. A alvorada da era da soroterapia ocorreu em 
1894, quando Roux obteve sucesso com a injeção de soro 
imune de cavalo para tratamento de pacientes com difteria. 

Em 1903, Sir Almroth Wright (Figura M12.1.3) propôs, em 
Londres, que a principal ação da produção aumentada de 
anticorpos após infecção era reforçar a destruição pelos 
fagócitos. Ele chamou os anticorpos de opsoninas (do 
grego, opson, molho ou tempero), porque eles preparavam 
as bactérias como alimento para as células fagocitárias, e 
confirmaram amplamente suas previsões mostrando que os 
anticorpos aumentaram muito a fagocitose de bactérias in 
vitro, assim associando com inteligência a imunidade inata à 
adaptativa. 


Figura M12.1.1 Emil von Behring (1854-1917). 


filos e macrófagos quando revestidas por anticorpos e há 
aumento notável da velocidade de sua eliminação da corrente 
sanguínea (Figura 12.9). A eliminação menos eficaz de bacté- 
rias recobertas em animais com deficiência de complemento 
enfatiza a sinergia entre anticorpos e complemento para opso- 
nização, que é mediada por receptores específicos para a porção 
Fc da imunoglobulina e o complemento na superfície do 


Os efeitos protetores dos anticorpos 


George Bernard Shaw até se referiu à proposta de 
Almroth Wright na peça O Dilema do Médico. No prefácio, 
ele fez uma descrição evocativa da função das opsoninas: 
“os glóbulos brancos ou fagócitos que atacam e devoram 
os germes da doença para nós só fazem seu trabalho 
quando untamos os germes e os tornamos apetitosos para 
eles com um molho natural, ao qual Sir Almroth deu o nome 
de opsoninas...” (Uma avaliação mais ampla da imunologia 
na virada do século XIX é encontrada em Silverstein A.M. 
(2009) A History of Immunology. 2nd edn. Elsevier.) 


Figura M12.1.2 Von Behring extraindo soro por uma 
torneira. Caricatura de Lustigen Blattern, 1894. (Legenda: 
“Soro direto do cavalo! Fresquinho.”) 


Figura M12.1.3 Sir Almroth Wright (1861-1947). (Imagens 
gentilmente cedidas por The Wellcome Collection, Londres.) 


fagócito (Figura 12.10). Sem dúvida, é vantajoso que as sub- 
classes de IgG que se ligam fortemente aos receptores Fc da 
IgG (p. ex., IgG1 e IgG3 no ser humano) também fixem o 
complemento, sendo observado que C3b ligada à IgG é uma 
opsonina muito eficiente porque ocupa simultaneamente dois 
receptores. Os complexos contendo C3b e C4b podem 
mostrar aderência imune aos receptores do complemento CR1 
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Figura 12.9 Efeito de anticorpos opsonizantes e 
complemento sobre a velocidade de eliminação de bactérias 
virulentas do sangue. As bactérias não recobertas são 
fagocitadas bem devagar (imunidade inata), mas a aderência 
aos fagócitos aumenta muitas vezes quando são recobertas por 
anticorpos (Ac) (imunidade adquirida). A aderência é menos 
eficaz em animais com deficiência de complemento. Essa 
situação é hipotética, mas realista; a proliferação natural das 
bactérias foi ignorada. 


em eritrócitos para produzir agregados transportados com 
extrema rapidez para o fígado e o baço para fagocitose. 
Nessa fase pode ser pertinente detalhar os receptores do 
complemento. O receptor CR1 (CD35) para C3b também 
está presente em neutrófilos, eosinófilos, monócitos, células 


ye 
Np 


ee pes 


B e células dendríticas foliculares (FDC) dos linfonodos. 
Juntamente com o receptor CR3 (CD11b/CD18), é o prin- 
cipal responsável pela eliminação de complexos contendo C3. 
O gene CRI está ligado em um grupo com proteína de ligação 
a C4b e fator H, todos os quais têm uma função reguladora 
por ligação a C3b ou C4b para desassociar as C3/C5 conver- 
tases e agem como cofatores para a inativação proteolítica de 
C3b e C4b pelo fator I. 

Os receptores CR2 (CD21) para iC3b, C3dg e C3d estão 
presentes nas células B e nas células dendríticas foliculares e 
transduzem sinais acessórios para ativação das células B, 
sobretudo nos centros germinativos (veja a p. 257). Eles 
atuam como receptores para o vírus Epstein-Barr (EBV), 
ligando-se a gp350, importante glicoproteína do envoltório 
viral, e assim facilitam a entrada do vírus nas células B, com 
as moléculas do MHC classe II atuando como correceptores 
e se ligam à gp42 viral. 

Os receptores CR3 (CD11b/CD18 em neutrófilos, eosi- 
nófilos, monócitos e células NK) ligam-se a iC3b, C3dg e 
C3d. Eles estão relacionados com LFA-1 e CR4 (CD11c/ 
CD18, liga-se a iC3b e C3dg) por serem membros da subfa- 
mília das integrinas Bz (veja a Tabela 7.1). CRS é encontrado 
em neutrófilos e plaquetas e se liga a C3d e C3dg. Vários 
outros receptores do complemento foram descritos, inclusive 
alguns com especificidade para Clq, C3a e C4a, e a molécula 
CD88 com especificidade para C5a. 


Alguns outros efeitos do complemento 


Algumas cepas de bactérias Gram-negativas que têm parede 
externa lipoproteica com estrutura semelhante à das membra- 
nas de superfície dos mamíferos são suscetíveis à ação bacte- 
ricida de soro fresco contendo anticorpos. Os anticorpos 
iniciam uma lesão mediada por complemento que permite o 
acesso da lisozima sérica à parede interna de peptidoglicanas 
da bactéria para provocar a morte celular. A ativação do 
complemento pela união de anticorpo e bactéria também gera 


Figura 12.10 A imunoglobulina e o complemento aumentam muito a aderência de bactérias (e outros antígenos) a 
macrófagos e neutrófilos. As bactérias não recobertas aderem aos receptores de reconhecimento de padrões (PRR) como os 
vários receptores Toll-like (TLR) e o receptor de ligação à manose. O Fca/uR em macrófagos liga-se às bactérias recobertas por IgM 
(4). Os receptores de alta afinidade para Fc de IgG (e) e para C3b (CR1) e iC3b (CR3) (m) na superfície de macrófagos e neutrófilos 
aumentam bastante a força de ligação. O efeito de ampliação do complemento se deve ao fato de que duas moléculas de IgG 
adjacentes podem fixar muitas moléculas de C3b, assim aumentando a quantidade de ligações com o macréfago (veja “efeito 
bônus da multivalência”; p. 123). As bactérias opsonizadas com IgA (¥) podem aderir ao fagócito por meio do Fca/uR já 
mencionado ou do Fca RI (CD89) presente na superfície de macrófagos e neutrófilos. 
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as anafilatoxinas C3a e C5a, levando à extensa transudação 
de componentes do soro, incluindo mais anticorpos, e à 
atração quimiotática de neutrófilos para ajudar na fagocitose, 
como descrito na explicação da inflamação aguda (veja as 
Figuras 2.18 e 12.3). 


O sistema imune secretor protege as superfícies 
mucosas externas 


Já enfatizamos a natureza crítica das barreiras mucosas nas 
quais há uma interface potencialmente hostil com as hordas 
de micróbios. Com uma área aproximada de 400 m°, mais 
ou menos uma ou duas quadras de tênis, o epitélio das 
mucosas do adulto é a porta de entrada mais frequente para 
agentes infecciosos e alergênios comuns. É claríssima a neces- 
sidade de que a imunidade das mucosas seja bem organizada 
e muito eficaz. 

As superfícies mucosas intestinais são defendidas por 
mecanismos antígeno-específicos e antígeno-inespecíficos. 
Entre os mecanismos inespecíficos, os peptídios antimicrobia- 
nos são produzidos não só por neutrófilos e macrófagos, mas 
também pelo epitélio da mucosa. Como descrito no 
Capítulo 1, o grupo de peptídios antimicrobianos chamados 
defensinas causa a lise de bactérias por ruptura de suas mem- 
branas superficiais. A imunidade específica é proporcionada 
por IgA e IgM secretoras, com predomínio de IgA1 nas áreas 
superiores e IgA2 no intestino grosso. A maioria das outras 
superfícies mucosas também é protegida predominantemente 
por IgA, com exceção dos tecidos dos órgãos genitais, tanto 
masculinos quanto femininos, onde o isótipo de anticorpo 
dominante é IgG. A dimensão da incumbência é ressaltada 
pelo fato de que 80% das células B produtoras de IgG no 
corpo estão presentes nas mucosas secretoras e nas glândulas 
exócrinas. Os anticorpos IgA garantem proteção nos líquidos 


corporais externos, lágrimas, saliva, secreções nasais e que 
banham a superfície do intestino e do pulmão, recobrindo 
bactérias e vírus e impedindo sua aderência às células epiteliais 
das mucosas, que é essencial para a infecção viral e a coloni- 
zação bacteriana. As próprias moléculas de IgA secretora têm 
baixíssima adesividade inata às células epiteliais, mas recepto- 
res Fc de alta afinidade para essa classe de Ig estão presentes 
em macrófagos e neutrófilos e podem mediar a fagocitose 
(Figura 12.113). 

Um agente infeccioso que transponha a barreira de IgA 
depara-se com a próxima linha de defesa do sistema secretor 
(veja a p. 204), que é operada pela IgE. Na verdade, a maior 
parte da IgE sérica origina-se em plasmócitos nas mucosas e 
nos seus linfonodos de drenagem local. Embora presente em 
baixas concentrações, a IgE está firmemente ligada aos recep- 
tores Fc do mastócito (veja a p. 407) e o contato com o 
antígeno leva à liberação de mediadores que recrutam agentes 
da resposta imune e geram uma reação inflamatória aguda 
local. Assim, a histamina, ao aumentar a permeabilidade vas- 
cular, causa a transudação de IgG e complemento para a área, 
enquanto fatores quimiotáticos para neutrófilos e eosinófilos 
atraem as células efetoras necessárias para eliminar o orga- 
nismo infeccioso recoberto por IgG e C3b específicos 
(Figura 12.11b). A ocupação dos receptores Fcy e C3b em 
macrófagos locais por esses complexos acarreta a secreção de 
fatores que reforçam ainda mais esses acontecimentos de per- 
meabilidade vascular e quimiotáticos. Em linhas gerais, 
pode-se dizer que a exclusão imune no intestino é não infla- 
matória, mas a eliminação imune dos organismos que pene- 
tram na mucosa é proinflamatória. 

Quando o organismo opsonizado é grande demais para 
ser englobado, os fagócitos podem empregar citotoxicidade 
celular dependente de anticorpos (ADCC, p. 49) e há indícios 
de sua participação em parasitoses (veja a p. 18). 
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Figura 12.11 Defesa das superfícies mucosas. (a) IgA opsoniza microrganismos e impede a aderência à mucosa. (b) IgE recruta 
agentes da resposta imune desencadeando a liberação de mediadores pelos mastócitos. 
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As mucosas contêm várias populações de células T, mas 
seu papel e o das células epiteliais mucosas, além da função 
auxiliar para produção local de anticorpos, são menos rele- 
vantes para a defesa contra bactérias extracelulares. 


Algumas infecções bacterianas específicas 


Primeiro, vejamos como essas considerações aplicam-se à 
defesa contra infecção por microrganismos comuns, como 
estreptococos e estafilococos. Os estreptococos B-hemolíticos 
foram classificados por Lancefield de acordo com o carboi- 
drato antigênico, e o mais importante em relação a doenças 
humanas pertence ao grupo A. Na maioria das vezes, o 
Streptococcus pyogenes causa faringite aguda e impetigo, um 
distúrbio cutâneo, mas também é responsável pela escarlatina 
e surgiu como causa da síndrome do choque tóxico, muito 
mais rara, porém com frequência fatal, e da sempre preocu- 
pante fasciite necrosante. Às vezes há febre reumática e nefrite 
glomerular como sequela pós-infecciosa grave. 

O fator de virulência mais importante é a proteína M de 
superfície (cujas variantes são a base da tipagem Griffith). Essa 
proteína é um aceptor de fator H que facilita a degradação 
de C3b e se liga ao fibrinogênio e a seus fragmentos que 
recobrem locais que poderiam agir como ativadores do com- 
plemento. Assim, inibe a opsonização, e a proteção assegurada 
por anticorpos ao componente M é atribuível ao surpreen- 
dente aumento da fagocitose que induzem. A capacidade dos 
estreptococos do grupo A de produzir autoanticorpos com 
reação cruzada que se ligam à miosina cardíaca acarreta 
doença autoimune pós-estreptocócica. Altos títulos de anti- 
corpos contra a exotoxina da estreptolisina O (ASO), que 
danifica membranas, indicam infecção estreptocócica recente. 
As exotoxinas estreptocócicas pirogênicas SPE-A, SPE-C e 
SPE-H e a exotoxina estreptocócica mitogênica SMEZ-2 são 
os superantígenos associados à escarlatina e à síndrome do 
choque tóxico. As toxinas são neutralizadas por anticorpos e 
a reação intradérmica eritematosa contra toxinas injetadas 
(reação de Dick) só é observada em indivíduos sem anticor- 
pos. Os anticorpos também neutralizam enzimas bacterianas 
como a hialuronidase, que disseminam a infecção. 

O Streptococcus mutans e o S. sobrinus são uma importante 
causa de cáries dentárias. Os microrganismos têm uma enzima 
glicosiltransferase que converte a sacarose em polímeros de 
glicose (glucanas), que auxiliam a aderência à superfície do 
dente. Ensaios clínicos em pequena escala com vacinas deri- 
vadas de glicosiltransferase, em geral associada a componentes 
das adesinas fibrilares de antígeno I/II de superfície, mostra- 
ram que a IgA salivar contra esses estreptococos pode aumen- 
tar e, em alguns casos, interferir na colonização. 

Ostiposvirulentos de estafilococos, sendo o Staphylococcus 
aureus talvez o mais comum, resistem à fagocitose. Tanto 
estafilococos quanto estreptococos expressam proteínas de 
superfície que se ligam à região Fc da cadeia pesada de IgG 
(proteína A e proteína G, respectivamente) e limitam as 
funções efetoras mediadas por anticorpos porque se ligam aos 


anticorpos na “ordem errada”. Os fatores de virulência codi- 
ficados por genes do S. aureus também incluem adesinas e 
ácido teicoico da parede celular na superfície da bactéria, 
toxina 1 da síndrome do choque tóxico, enterotoxinas e 
enzimas. A proteína 2a de ligação à penicilina é capaz de 
sintetizar peptidoglicana mesmo na presença de antibióticos 
betalactâmicos. Outros fatores de virulência são adquiridos 
de bacteriófagos lisogênicos, entre eles a leucocidina Panton- 
Valetine e a proteína inibidora da quimiotaxia (CHIP, do 
inglês, chemotaxis inhibitory protein). Embora o S. aureus seja 
facilmente fagocitado quando as quantidades de anticorpos 
são adequadas, uma pequena parcela das bactérias ingeridas 
sobrevive, e é difícil eliminar por completo esses microrganis- 
mos. Quando o controle da infecção é inadequado, pode 
haver lesões graves do hospedeiro imunizado por reações de 
hipersensibilidade tardia tipo IV. Assim, os estafilococos 
foram avirulentos quando injetados em camundongos imu- 
nizados passivamente com anticorpos, mas causaram extensa 
lesão tecidual em animais aos quais haviam sido administra- 
das células T sensibilizadas. A “superbactéria” S. aureus resis- 
tente a meticilina (MRSA), que já era resistente a todos os 
antibióticos betalactâmicos, adquiriu resistência à vancomi- 
cina após a transferência de resistência pelo Enterococcus. 
Novos fármacos como a linezolida e a daptomicina podem 
ser usados no tratamento de infecções por MRSA, mas há 
casos raros de resistência também a esses antibióticos — uma 
situação realmente assustadora. 

Outros exemplos em que os anticorpos precisam superar 
as propriedades antifagocitárias intrínsecas das cápsulas bac- 
terianas são observados na imunidade a pneumococos, 
meningococos e Haemophilus influenzae. O Bacillus anthrax 
tem uma cápsula antifagocitária composta de um polipeptí- 
dio y do ácido D-glutâmico, mas, embora os anticorpos anti- 
capsulares promovam a captação efetiva por neutrófilos, a 
exotoxina é tão potente que as vacinas são inadequadas, a 
menos que também estimulem a imunidade antitoxina. Além 
de liberar essas exotoxinas letais, a Pseudomonas aeruginosa 
também produz uma elastase que inativa C3a e C5a; desse 
modo, as respostas inflamatórias são mínimas na ausência de 
anticorpos neutralizantes. 

A estratégia de desviar a ativação do complemento para 
locais insensíveis é bem observada em diferentes cepas de micror- 
ganismos Gram-negativos, salmonelas e E. coli, com números 
variáveis de cadeias laterais oligossacarídicas O-específicas unidas 
ao polissacarídio central ligado ao lipidio A da endotoxina 
(veja a Figura 12.5). As variantes com cadeias laterais longas 
são relativamente insensíveis à destruição pelo soro com 
auxílio da via alternativa do complemento (veja a p. 19); à 
medida que as cadeias laterais se encurtam, a sensibilidade ao 
soro aumenta. Embora todas as variantes ativem a via alter- 
nativa, somente as que têm cadeias laterais curtas ou não têm 
cadeias laterais tornam possível a inserção do complexo cito- 
tóxico de ataque à membrana perto da dupla camada lipídica 
externa. Por outro lado, os anticorpos concentram o com- 
plexo em um local mais vulnerável. 
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A destruição de gonococos por soro contendo anticorpos 
depende da formação do complexo de ataque à membrana, e 
raros indivíduos que não têm C8 ou C9 são suscetíveis à 
infecção por Neisseria. A N. gonorrhoeae (gonococos) liga-se 
especificamente às proteínas do complemento e impede sua 
inserção nas membranas externas, mas o anticorpo, como um 
“Sr. Conserta Tudo” onipresente, corrige essa situação, ao 
menos no que diz respeito ao hospedeiro. Em relação ao 
processo infeccioso propriamente dito, a IgA e a IgG produ- 
zidas no sistema genital em resposta a esses microrganismos 
inibem a fixação das bactérias, por seus pili, às células da 
mucosa, mas parecem incapazes de garantir proteção ade- 
quada contra reinfecção. Aparentemente isso se deve a um 
mecanismo de variação antigênica muito eficaz que altera a 
sequência da pilina expressa por conversão gênica. As proteí- 
nas associadas à opacidade (Opa) da colônia gonocócica 
ligam-se à isoforma de cauda longa de CD66a contendo 
motivo de inibição baseado na tirosina do imunorreceptor 
(ITIM) em células T CD4”, e assim inibem sua ativação e 
proliferação. A incapacidade de obter boa proteção também 
pode ser um reflexo da habilidade dos gonococos de produzir 
uma protease que cliva uma sequência rica em prolina exis- 
tente na região de dobradiça de IgA1 (mas não de IgA2), 
embora a presença, na maioria dos indivíduos, de anticorpos 
neutralizantes contra essa protease possa interferir na sua 
atividade proteolítica. Os meningococos, que infectam com 
frequência a nasofaringe, o H. influenzae e o Streptococcus 
pneumoniae têm proteases de IgA1 semelhantes. 

A cólera é causada por colonização do intestino delgado 
por Vibrio cholerae e a ação subsequente de sua enterotoxina. 
As subunidades B da toxina ligam-se aos receptores do 
monossialogangliosídio GM1 e translocam a subunidade A 
através da membrana, onde ativam a adenilciclase. O aumento 
de cAMP causa perda de líquido por inibir a captação de 
cloreto de sódio e estimular a secreção ativa de CI” pelas 
células epiteliais intestinais. Anticorpos IgA sintetizados no 
local contra o lipopolissacarídio e a toxina do V cholerae 
garantem proteção independente contra a cólera, os primeiros 
por inibição da aderência bacteriana à parede intestinal e os 
outros por bloqueio da ligação da toxina ao receptor. De 
acordo com essa análise, os dados epidemiológicos mostram 
que as manifestações clínicas de cólera são menos prováveis 
nas crianças que bebem leite com alto título de anticorpos 
IgA específicos contra um desses antígenos. 

A Figura 12.12 resume os mecanismos empregados pelos 
anticorpos para ajudar a vencer as diferentes facetas da invasão 
bacteriana. 


O habitat das bactérias intracelulares 
permite que escapem de muitas defesas 
do hospedeiro 


Várias espécies diferentes de bactérias evoluíram e passaram a 
viver dentro das células do hospedeiro. Ali elas estão escon- 
didas de muitas defesas, como os anticorpos, que o sistema 
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Figura 12.12 Defesas de anticorpos contra invasão 
bacteriana. Os anticorpos são capazes de evitar a proliferação 
de bactérias, por exemplo, bloqueando mecanismos de 
transporte metabólicos como receptores para substâncias de 
quelação do ferro, e ativando o complemento. A resistência à 
fagocitose pode ser superada por opsonização das bactérias 
para subsequente reconhecimento por receptores Fc em 
neutrófilos e macrófagos. A produção de anticorpos contra 
fímbrias, ácido lipoteicoico e cápsulas pode evitar a fixação de 
bactérias às células hospedeiras. A neutralização de anticorpos 
contra toxinas bacterianas pode evitar a lesão das células do 
hospedeiro. 


imune costuma empregar contra patógenos. No entanto, nem 
tudo está perdido, pois o hospedeiro tem à disposição uma 
série de estratégias para lidar com essas bactérias, incluindo 
várias respostas celulares. 


Estratégias de sobrevivência das bactérias 


Yersinia e Salmonella figuram entre os seletos patógenos bac- 
terianos que desenvolveram mecanismos especiais para entrar 
em células do hospedeiro normalmente não fagocitárias e 
nelas sobreviver e se multiplicar. A primeira entra por ligação 
da proteína de sua membrana externa, invasina, a vários 
receptores B;-integrina na célula do hospedeiro. No caso da 
Salmonella, várias proteínas bacterianas, incluindo a proteína 
A de invasão de salmonela (SipA) e as proteínas externas de 
salmonela SopA, SopB, SopD e SopE,, estimulam eventos 
como rearranjos do citoesqueleto e ondulações da membrana 
para facilitar a entrada em células hospedeiras. 

Algumas cepas de bactérias, como os bacilos da tubercu- 
lose e da hanseníase e os microrganismos Listeria e Brucella, 
escapam do ataque do sistema imune desenvolvendo insolen- 
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temente uma vida intracelular em uma de suas fortalezas, 
nada menos que o macrófago. Os fagócitos mononucleares 
são um bom alvo para esses microrganismos, já que são muito 
móveis e permitem ampla disseminação no organismo. A 
entrada das bactérias é facilitada pela captação fagocitária após 
ligação aos receptores de reconhecimento de padrões e, após 
opsonização, aos receptores Fcy e C3b. Uma vez dentro das 
células, muitas bactérias desafiam o poderoso macrófago e 
subvertem de vários modos seus mecanismos de destruição. 
Microrganismos como o Mycobacterium tuberculosis neutrali- 
zam o pH no fagossomo e inibem a fusão subsequente com 
os lisossomos (Figura 12.13). Peptidoglicanas e glicolipídios 
da parede celular de micobactérias, como a lipoarabinoma- 
nana, inibem a ativação dos macrófagos. A Listeria monocyto- 
genes usa uma lisina, listeriolisina O, para escapar da prisão 
no fagossomo e viver livre no citoplasma; algumas riquétsias 
e o protozoário Trypanosoma cruzi podem fazer o mesmo 
usando outras lisinas. Algumas bactérias, embora basicamente 
extracelulares, podem invadir células não fagocitárias. Um 
exemplo é o Helicobacter pylori, capaz de residir em células 
epiteliais que então servem de reservatório para reinfecção. 


A defesa contra bactérias intracelulares precisa 
recrutar a imunidade mediada por células T 


Em uma esplêndida série de experiências, Mackaness mostrou 
a importância das reações de imunidade celular para a des- 
truição de parasitos intracelulares e a geração de um estado 
imune, Os animais infectados por doses moderadas de M. 
tuberculosis vencem a infecção e tornam-se imunes ao estí- 
mulo subsequente pelo bacilo. A imunidade pode ser trans- 
ferida para um receptor normal pelos linfócitos T, mas não 
por macrófagos ou soro de um animal imune. Apoiando essa 
visão de que a imunidade específica é mediada por células T 
está a maior suscetibilidade à infecção por bacilos da tuber- 
culose e hanseníase observada em camundongos que tiveram 
os linfócitos T deprimidos por timectomia associada a anti- 
corpos monoclonais contra células T, ou em camundongos 
nos quais os genes TCR sofreram a interferência da recombi- 
nação de genes homólogos (knockout). 


Macrófagos ativados destroem 
parasitos intracelulares 


Os monócitos que se estabelecem nos tecidos e se tornam 
macrófagos “residentes” estão basicamente em estado de 
repouso e têm capacidade microbicida mínima. No entanto, 
o desenvolvimento de um ambiente inflamatório causa a ati- 
vação parcial dessas células, e o recrutamento subsequente de 
células Thl patógeno-específicas provoca a ativação total. A 
produção de fatores ativadores de macrófagos, como IFNy, 
TNF e linfotoxina pelas células Thl, torna os macrófagos 
capazes de destruir micróbios intracelulares obrigatórios 
(Figura 12.14). Os mais importantes entre os mecanismos de 
destruição intensificados são aqueles mediados por interme- 
diários reativos do oxigênio e radicais NO-. O macrófago 
ativado é indiscutivelmente uma célula formidável, capaz de 
secretar as cerca de 60 substâncias participantes das reações 
inflamatórias crônicas (Figura 12.15) — não é o tipo que 
alguém gostaria de encontrar em um beco em uma noite 
escura! 

Agora está claro o mecanismo de imunidade mediada por 
células T nas experiências de Mackaness. As células T especi- 
ficamente sensibilizadas reagem com o antígeno processado, 
derivado das bactérias intracelulares existentes na superfície 
do macrófago infectado em associação ao MHC II; a libera- 
ção subsequente de citocinas ativa o macrófago e dota-o da 
capacidade de destruir os microrganismos que fagocitou 


(Figura 12.16). 


Exemplos de infecções 
bacterianas intracelulares 


Listeria 


O microrganismo Listeria monocytogenes, em geral contraído 
por seres humanos após a ingestão de alimentos contamina- 
dos, como laticínios não pasteurizados, é especialmente peri- 
goso para as gestantes em vista da associação ao abortamento 
séptico. Após a interação da internalina A, molécula da super- 
fície celular bacteriana, com caderina E nas células epiteliais, 
o microrganismo atravessa o epitélio e entra na corrente san- 
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Figura 12.13 Bactérias intracelulares 
residem em macrófagos (M®) para 
escapar da destruição fagocítica. 
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Figura 12.14 Estágios da ativação dos macrófagos (MO) para a ação 
microbicida. Os macrófagos retirados de locais de inflamação apresentam 
aumento considerável de tamanho, conteúdo de hidrolase ácida, secreção de 
proteases neutras e atividade fagocitária. Por exemplo, os receptores C3b em 
Mg em repouso residentes não são livremente móveis na membrana e, 
portanto, não permitem o processo de “zíper” necessário para fagocitose (veja 
a p. 13); assim sendo, eles se ligam aos eritrócitos recobertos por C3b, mas 
não os ingerem. Já os M® inflamatórios têm receptores C3 com considerável 
mobilidade lateral e os eritrócitos opsonizados por C3 são fagocitados de 
imediato. Além do drástico aumento dos mecanismos de destruição intracelular, 
alterações surpreendentes dos componentes superficiais acompanham a 
ativação ocorrida em resposta a citocinas da Th1, como IFNy. 
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Figura 12.15 O papel do macrófago 
ativado na instauração e na 
mediação da inflamação crônica com 
reparo tecidual concomitante e na 
destruição de micróbios e células 
tumorais. É possível que os 
macrófagos diferenciem-se ao longo de 
vias distintas para ter essas diferentes 
funções. A micrografia eletrônica 
mostra um macrófago altamente 
ativado com muitas estruturas 
lisossômicas, destacadas pela 
captação de torotraste; observa-se a 
fusão de uma delas (apontada pela 
seta) a um fagossomo que contém o 
protozoário Toxoplasma gondii. 
(Cortesia de C. Jones.) 


guinea. Há disseminação para o baço e o figado, onde ocorre 
internalização fagocitária nos macrófagos, e nos hepatócitos 
por ligação de outra molécula de superficie microbiana, inter- 
nalina B, ao receptor do fator de crescimento do hepatócito. 
A proteína indutora de montagem da actina, ActA, produzida 
pela Listeria facilita a transmissão intercelular. O IFNy secre- 
tado por células NK e Th1 estimula a ativação de macrófagos 
necessários para a eliminação final da Listeria intracelular 
(Figura 12.17). A ação bactericida dos neutrófilos e o papel 
fundamental da IL-12 também merecem nossa atenção, assim 
como o recrutamento pela quimiocina CCL2 (MCP-1) de 
células dendríticas produtoras de TNF e óxido nítrico. 
Acredita-se que essas ou outras populações de células dendrí- 
ticas façam a sensibilização cruzada de células T CD8* com 
antígenos de Listeria derivados de macrófagos infectados. 
Durante a infecção primária, as células T CD8 restritas à 
molécula do MHC não clássica H2-M3 parecem ter papel 
especial, enquanto as células T CD8 restritas ao MHC classe 
I clássico têm uma contribuição mais intensa durante a infec- 
ção secundária. Os camundongos mutantes sem células T aß 


e/ou yô mostram que as contribuições desses dois tipos celu- 
lares para a resistência contra infecção primária por Listeria 
são comparáveis, mas que o conjunto de TCR af é o prin- 
cipal responsável pela imunidade protetora. As células T yô 
controlam a resposta tecidual local na região de multiplicação 
microbiana e os mutantes knockout yô desenvolvem enormes 
abscessos quando infectados por Listeria. 


Tuberculose 


A incidência de tuberculose (TB) cresce muito, auxiliada pelo 
surgimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis multirresis- 
tentes. Estima-se que 1,7 milhão de mortes mundiais tenham 
sido causadas por TB em 2009, incluindo 380.000 pacientes 
com AIDS que morreram de tuberculose. 

Em relação aos mecanismos de defesa do hospedeiro, 
como observado na infecção por Listeria, os macrófagos 
murinos ativados por IFNy podem destruir micobactérias 
intracelulares, principalmente pela geração de radicais NO. 
tóxicos. O M. tuberculosis no interior do macrófago pode ser 
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englobado por autofagia nessas células, com subsequente fusão 
a lisossomos que contêm várias substâncias microbicidas. 
Alguns macrófagos parasitados chegam a um estágio de dema- 
siada incapacitação para serem ativados por mensagens das 
células T, e então surgiu uma estratégia um pouco brutal na 
qual o hospedeiro emprega células CD8 citotóxicas e, possi- 
velmente, células CD4 e NK para executar o macrófago impo- 
tente e liberar as micobactérias vivas, que agora podem ser 
capturadas por células fagocitárias recém-chegadas suscetíveis 
à ativação por IFNy e eliminadas sem demora (Figura 12.16). 
O papel vital das células T af e yë na TB murina é indicado 
pela incapacidade de controlar a infecção tanto em camun- 
dongos knockout para cadeia B do TCR (que não têm TCR 
aß) quanto em camundongos knockout para cadeia à do TCR 
(que não têm TCR y8). 

Linhagens endogâmicas de camundongos têm grandes 
diferenças de suscetibilidade à infecção por Salmonella typhi- 
murium, Leishmania donovani e várias micobactérias. A resis- 
tência está associada a um aumento da sensibilização dos 


macrófagos, independente das células T, para atividade bac- 


Figura 12.16 A “conexão citocina”: destruição inespecífica 
de bactérias intracelulares por macrófagos murinos 
desencadeada por reação de imunidade mediada por 
células T específicas. (a) A célula Th1 CD4 específica 
reconhece peptídios micobacterianos associados ao MHC 
classe Il e libera IFNy ativador de macrófagos (M®). (b) O MD 
ativado destrói a TB intracelular, principalmente pela geração de 
NO- tóxico. (c) Um MO “senil”, incapaz de destruir as bactérias 
intracelulares, é destruído por células citotóxicas CD8 e CD4 e 
possivelmente por células NK ativadas por IL-2. O M® então 
libera bacilos da tuberculose vivos que são capturados e 
destruídos por M® recém-recrutados suscetíveis à ativação por 
IFNy (d). Os monócitos humanos precisam ser ativados por IFNy 
e IL-4 mais sinais mediados por CD23 para indução de iNO 
sintase e produção de NO. 


tericida com participação de radicais de oxigênio e nitrogênio. 
Além disso, os macrófagos das linhagens resistentes têm 
aumento da expressão do MHC classe II e maior explosão 
respiratória, são ativados com mais facilidade por IFNy e 
induzem melhor estimulação das células T. Já os macrófagos 
de linhagens suscetíveis tendem a suprimir a proliferação de 
células T contra antígenos micobacterianos. Os macrófagos 
infectados por M. tuberculosis secretam IL-6, que tem a pro- 
priedade de inibir os sinais da IFNy nos macrófagos adjacen- 
tes. A suscetibilidade e a resistência ao M. tuberculosis em 
modelos murinos dependem de vários genes, entre eles 
SLCIIAI (membro 1 da família 11 de carreadores de soluto, 
um transportador de íons metálicos divalentes acoplados ao 
próton, chamado Nramp1) e genes no locus sst1 (suscetibili- 
dade à tuberculose 1, também implicado na imunidade à 
infecção por Listeria monocytogenes). Vários polimorfismos 
foram identificados no gene SLCI1AI humano e há estudos 
em andamento para associar polimorfismos individuais à 
suscetibilidade. 

Quando o hospedeiro tem dificuldade em efetivamente 
eliminar esses microrganismos, a resposta crônica de imuni- 
dade celular ao antígeno local leva ao denso acúmulo de 
macrófagos que liberam fatores angiogênicos e fibrogênicos e 
estimulam a formação de tecido de granulação e, por fim, 
fibrose. Os macrófagos ativados, provavelmente por estímulo 
de IL-4, transformam-se em células epitelioides, fundem-se e 
formam células gigantes. Como foi sugerido, o granuloma 
resultante é uma tentativa do corpo de isolar um local de 
infecção persistente. 

A situação é complicada no ser humano porque macrófa- 
gos humanos estimulados por IFNy são incapazes de eliminar 
os bacilos da TB intracelulares. A detecção do PAMP de 
lipoproteínas triaciladas de M. tuberculosis pelo heterodímero 
TLRI/TLR2 estimula a produção pelos macrófagos de cito- 
cinas proinflamatórias como IL-1B, NO sintase induzível e a 
expressão de moléculas coestimuladoras. Ademais, o receptor 
de reconhecimento de padrão intracelular NOD2 reconhece 
a peptidoglicana micobacteriana muramil dipeptídio, mais 
uma vez resultando na produção de citocinas proinflamató- 
rias. Apesar disso, a interferência no fagossomo e a resistência 
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à destruição por macrófagos garantem a sobrevivência inicial 
das micobactérias. No entanto, a exposição prolongada do 
macrófago a componentes micobacterianos leva à indução de 
TNFa. e à subsequente destruição do macrófago por necrose 
e apoptose, o que retira as micobactérias de seu refúgio. 

Os produtos micobacterianos Ag85B (uma micolil trans- 
ferase) e ESAT-6 (alvo antigênico secretado precocemente-6) 
são potentes indutores da produção de IFNy por células T 
CD4' humanas. As células T CD8* reconhecem antígenos 
peptidicos de micobactérias apresentados por MHC classe I. 
Há descrição de células T aß que proliferam em resposta a 
antígenos lipídicos micobacterianos como dideidroximico- 
bactinas apresentadas por moléculas CD1a do hospedeiro e 
ácido micólico apresentado por CD1b. Embora in vitro essas 
células possam secretar IFNy e TNFa e ser citotóxicas, sua 
função in vivo ainda é obscura. Acerca das células T y8, no 
ser humano aquelas com TCR Vy,Vô, reconhecem antígenos 
proteicos, pirofosfatos de isopentenila e pirofosfatos de prenila 
do M. tuberculosis, porém mais uma vez qualquer possível 
papel protetor in vivo ainda é somente especulativo. 


Hanseníase 


A apresentação clínica da hanseníase humana varia do tipo 
tuberculoide, com lesões que contêm pequena quantidade de 
microrganismos viáveis, ao tipo lepromatoso, caracterizado 
por abundância de Mycobacterium leprae nos macrófagos. A 
imunidade celular, em vez da imunidade humoral, é impor- 
tante para o controle do bacilo da hanseníase. Embora o estado 
tuberculoide esteja associado a boas reações de hipersensibili- 
dade dérmica celular e a uma tendência às respostas tipo Th1, 
essas ainda não são suficientes para erradicar por completo os 
bacilos. No tipo lepromatoso há baixa reatividade das células 
T aos bacilos íntegros e fraca reação dérmica à lepromina, 
embora haja muitos plasmócitos que contribuam para um alto 


Figura 12.17 Ativação de macrófagos 
em resposta à infecção por Listeria. (1) 
A Listeria infecta macrófagos e 
hepatócitos residentes; (2) os M® liberam 
IL-1B, que ativa neutrófilos para destruir os 
bacilos de Listeria por contato direto e 
são citotóxicos para hepatócitos 
infectados; (3) os MO infectados liberam 
TNF e IL-12, que estimulam as células NK 
a secretar IFNy que, por sua vez, ativa o 
macrófago para produzir NO: e destruir a 
Listeria intracelular; IFNy e a 

IL-12 produzida por MO recrutam células 
Th1, que reforçam a ativação dos MD 
pela produção de IFNy (4). (Baseada no 
artigo de Rogers H.W., Tripps C.S. & 
Unanue E.R. (1995) The Immunologist 3, 
152.) 


nível de anticorpos circulantes e indiquem uma atividade 
Th2 mais proeminente. A expressão do receptor AZ seme- 
lhante à Ig de leucócitos (LILRA2) está aumentada em lesões 
de pacientes com o tipo lepromatoso, causando bloqueio da 
atividade antimicrobiana dirigida por TLR e diminuição da 
produção de IL-12 proinflamatória, mas aumento da secreção 
de IL-10 imunossupressora, por monócitos. 


Imunidade a infecções virais 


Quando estão fora das células, os vírus são envolvidos por 
uma camada proteica, o capsídio. No caso de vírus com 
envoltório, o capsídio é revestido por uma dupla camada 
lipídica que, embora derivada da membrana celular do hos- 
pedeiro, também incorpora proteínas virais necessárias para a 
fixação celular. Todos os vírus precisam passar uma parte do 
ciclo de vida dentro de células hospedeiras. Não há opção, 
pois eles não têm todos os componentes necessários para 
replicar o próprio ácido nucleico. Durante a fase de vida 
extracelular o vírus é suscetível à neutralização por anticorpos 
capazes de bloquear a ligação aos receptores nas células hos- 
pedeiras, pode ser englobado e destruído por fagócitos e pode 
ser lesado pelos efeitos do complemento (p. ex., por opsoni- 
zação para fagocitose ou por lise de vírus com envoltório). No 
entanto, assim como as bactérias intracelulares discutidas 
anteriormente, uma vez dentro das células hospedeiras o vírus 
está escondido de muitas respostas do hospedeiro. Além disso, 
muitos vírus causam infecções latentes nas quais o genoma 
viral está em estado inativo dentro das células hospedeiras. 
Somente após reativação são produzidas proteínas virais que 
podem ser processadas para apresentação por moléculas do 
MHC classe I às células T citotóxicas CD8* com subsequente 
destruição da célula infectada. Isso retira o vírus de seu 
habitat, e todos os vírus liberados pela célula destruída tor- 
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nam-se acessíveis aos efeitos combinados de células fagocitá- 
rias, anticorpos e complemento. Embora esse método seja 
bastante brutal, já que requer a destruição de nossas próprias 
células, desde que ocorra relativamente no início da infecção 
não causa grande problema, pois em geral podemos regenerar 
as células “perdidas”. No entanto, durante infecções virais 
crônicas a destruição de nossas próprias células por células T 
citotóxicas pode ser tamanha que a resposta imune causa mais 
danos que o próprio vírus, levando à imunopatologia. 


Os vírus são inimigos terríveis 


O HIV e o vírus influenza, entre outros, podem modificar 
rapidamente seus antígenos por mutação genética. Outros 
vírus parecem surgir do nada. Pense na síndrome respiratória 
aguda grave (SARS, do inglês, severe acute respiratory syn- 
drome) causada pelo coronavírus associado à SARS (SARS- 
CoV). A infecção humana por esse vírus surgiu na província 
de Guangdong, na China, em novembro de 2002, quase 
certamente causada por um dos coronavírus relacionados, 
encontrados em várias espécies de animais. Disseminou-se 
rapidamente para Hong Kong e depois para Pequim, Hanói 
e Singapura. Logo depois foi levada para Toronto por um 
viajante infectado. Felizmente, a infecção logo foi controlada 
pelo isolamento dos indivíduos infectados e rastreamento dos 
contatos, e a cadeia de transmissão foi quebrada em julho de 
2003. Segundo dados da OMS, 8.098 pessoas contrafram a 
doença em 26 países e 774 delas morreram. Nem de longe 
isso é comparável às 7.000 mortes diárias decorrentes da 
infecção pelo HIV, mas a curta epidemia de SARS teve 
importante efeito econômico, sobretudo no Extremo Oriente, 
e é impossível prever se e quando haverá outra epidemia de 
SARS. 

Fatores constitucionais geneticamente controlados que 
tornam as células de um hospedeiro não permissivas (i. e., 
resistentes ao controle viral de seu mecanismo de replicação) 
têm papel dominante em influenciar a vulnerabilidade indi- 
vidual à infecção. Um grupo de proteínas denominadas 
fatores de restrição garante um tipo de resistência inata aos 
retrovírus por sua capacidade de bloquear a replicação de 
alguns tipos de vírus. Assim, a proteína TRIMSa (motivo de 
interação tripartido 5a) tem como alvo o capsídio retroviral 
em células de macacos e é responsável pela incapacidade do 
HIV-1 de infectar células da maioria dos primatas não 
humanos. As citidina desaminases APOBEC3 também atuam 
como fatores de restrição, nesse caso por hipermutação do 
genoma do retrovírus. 

Os macrófagos podem logo capturar vírus de modo ines- 
pecífico e destruí-los. No entanto, em alguns casos, os macró- 
fagos permitem a replicação e, se o vírus for capaz de provocar 
efeitos citopáticos em órgãos vitais, a infecção pode ser letal; 
no caso de agentes não citopáticos, como os vírus da corio- 
meningite linfocítica, da doença aleutiana do vison e da 
anemia infecciosa equina, pode haver infecção persistente. Os 
vítus podem evitar o reconhecimento pelo sistema imune do 
hospedeiro por meio da latência ou abrigo em locais privile- 


giados, mas eles também desenvolveram uma série perspicaz 
maliciosa de estratégias de evasão. 


A imunidade pode ser evitada por alterações 
antigênicas 


Os vírus influenza empregam variações 
antigênicas menor e maior 


No decorrer do permanente duelo com o sistema imune, os 
vírus modificam continuamente a estrutura de seus antígenos 
de superfície. Eles lançam mão de processos denominados 
“variação antigênica menor” e “variação antigênica maior”. 
Por exemplo, a superfície dos vírus influenza A contém uma 
hemaglutinina (H) por meio da qual ele adere às células antes 
da infecção, e uma neuraminidase (N), que libera vírus 
recém-formados do ácido siálico na superfície da célula infec- 
tada; destas, a hemaglutinina é a mais importante para a 
imunidade protetora. Variações menores na antigenicidade da 
hemaglutinina ocorrem por mutações pontuais do genoma 
viral (drift), mas as variações maiores (shift) surgem por troca 
de grande quantidade de material genético com reservatórios 
de diferentes vírus em outros hospedeiros animais, como as 
espécies aviárias (p. ex., galinhas, perus e patos) e suínas 
(Figura 12.18). Quando alterações da hemaglutinina são sufi- 
cientes para tornar ineficaz a imunidade prévia, surgem novas 
pandemias de influenza, como as ocorridas em 1888, 1918, 
1957 e 1968 após variações antigênicas maiores no vírus 
influenza A. Em 1997, o vírus H5N1 aviário infectou seres 
humanos em Hong Kong e agora circula por grande parte do 
planeta com alguns casos fatais. Desde então têm surgido 
vários outros vírus de influenza aviária que causam doença 
ou, às vezes, morte em seres humanos, entre eles o H9N2 em 
Hong Kong em 1999 e 2003, o H7N7 nos Países Baixos em 
2003, e o H7N3 no Canadá em 2004. Em junho de 2009 a 
Organização Mundial de Saúde declarou o surgimento de 
uma pandemia mundial causada por uma nova cepa de NIN1 
originada em suínos. Felizmente, a taxa de mortalidade asso- 
ciada a esse vírus foi muito menor do que muitos temiam, 
embora possamos não ter tanta sorte na próxima vez. 


Rinovírus — o vírus do resfriado comum 


Vírus mutantes podem ser favorecidos por pressão seletiva dos 
anticorpos. Na verdade, uma estratégia atual para a geração de 
mutantes em determinado epítopo é a cultura tecidual do vírus 
na presença de um anticorpo monoclonal que reaja com aquele 
epitopo; só os mutantes que não se ligam ao anticorpo mono- 
clonal escapam e proliferam. Esse princípio é a base da variação 
antigênica característica dos rinovírus do resfriado comum. O 
local no virus para fixação ao receptor viral ICAM-1 nas células 
da mucosa é uma bolsa hidrofóbica no assoalho de um cânion. 
Depois da ligação, ICAM-1 catalisa a penetração do virus 
forçando a abertura ampla do capsídio viral e a liberação sub- 
sequente do RNA viral. Os anticorpos produzidos em resposta 
à infecção por rinovírus costumam ser grandes demais para 
penetrar no cânion, e muitos deles reagem com a margem do 
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cânion viral. Mutações na margem possibilitariam que o virus 
escapasse da resposta imune do hospedeiro sem afetar o local 
conservado para ligação à célula-alvo. No entanto, foram iden- 
tificados alguns anticorpos monoclonais neutralizadores que 
fazem contato com uma parcela significativa do cânion por 
superposição direta com o local de ligação de ICAM-1. Foram 
sintetizados fármacos hidrofóbicos que se encaixam no cânion 
do rinovírus e modificam sua conformação para evitar a ligação 
às células e, como as dobras das proteínas do hospedeiro são 
muito diferentes das dobras da molécula do capsídio viral, a 
citotoxicidade desses fármacos é limitada. Um fármaco mais 
recente foi projetado para se encaixar no local de ligação ao 
substrato das proteases 2A e 3C do rinovírus, assim inibindo 
sua atividade biológica. 


A mutação pode produzir epítopos 
de células T inativos 


Vários agentes infecciosos, incluindo os vírus das hepatites B 
e C, o HIV e o protozoário causador da malária, são capazes 
de sofrer mutações que impedem a estimulação das células T 
citotóxicas. Essas mutações modificam resíduos que poderiam 
contribuir para peptídios capazes de se ligar aa MHC ou ser 
reconhecidos pelo TCR em seguida. 


Alguns vírus interferem no processamento e/ou 
na apresentação do antígeno 


Quase todas as etapas no processamento e na apresentação às 
células T citotóxicas pelo MHC classe I podem ser sabotadas 
por um ou outro vírus (Figura 12.19). O citomegalovírus 
humano (HCMV) está particularmente apto para isso, pro- 
duzindo toda uma gama de proteínas que interferem no 
processamento e na apresentação do antígeno. A via do MHC 
classe II não está isenta de interferência viral. A proteína Nef 
do HIV afeta o tráfego das vesículas e o processamento endo- 
cítico implicados na geração de peptídios, embora a proteína 


Figura 12.18 Variação antigênica menor e variação 
antigênica maior no vírus influenza. As alterações na estrutura 
da hemaglutinina causadas por variação antigênica menor 
podem ser suficientemente pequenas para garantir proteção por 
imunidade às cepas iniciais. Isso pode não acontecer quando 
há alterações radicais do antígeno associadas à variação 
antigênica maior e, portanto, surgem novas epidemias virais. 
Foram documentadas 32 pandemias (epidemias disseminadas 
por toda a população) de influenza desde a primeira pandemia 
bem descrita de 1580. A partir de 1900 houve quatro 
pandemias, associadas ao surgimento, por variação antigênica 
maior, da gripe espanhola em 1918 com a estrutura H1N1 (a 
nomenclatura oficial atribui números a cada variação maior da 
hemaglutinina e neuraminidase), gripe asiática em 1957 (H2N2), 
gripe de Hong Kong em 1968 (H3N2) e “gripe suína” em 2009 
(outra variante de H1N1); note que cada nova pandemia foi 
causada por uma modificação fundamental da hemaglutinina. 
Estima-se que a pandemia de 1918 tenha matado 40 milhões 
de pessoas. 


EIA do adenovírus interfira no aumento da expressão do MHC 
classe II mediado por IFNy. 


Os vírus podem interferir em mecanismos 
efetores imunes 


Jogando com as respostas humorais 
do hospedeiro 


Assim como as bactérias têm proteínas capazes de se ligar à 
região Fc do anticorpo (veja a p. 333), alguns vírus também 
tém essas moléculas. Os herpes-vírus simples (HSV) tipos 1 
e 2, o pseudovirus da raiva, o virus varicela-zóster e o citome- 
galovírus murino têm proteínas que, por ligação na “ordem 
errada” aos anticorpos, podem inibir funções efetoras media- 
das por Fc. 

Como vimos a respeito das bactérias (veja a p. 328), os vírus 
bloqueiam a indução da resposta inflamatória mediada por 
complemento e, assim, impedem a própria destruição. A pro- 
teína de controle do complemento do vírus da vacínia (VCP) 
liga-se a C3b e C4b, produzindo as C3 convertases das vias 
clássica e da lectina (C4b2a) e da via alternativa (C3bBb) sus- 
cetíveis à destruição mediada por fator I. Por sua vez, o herspes- 
-virus simples tipo 1 suprime a cascata do complemento em 
virtude da glicoproteína C de superfície que se liga a C3b, 
interferindo em sua interação com C5 e properdina. 

Diversos vírus usam receptores do complemento para 
entrar nas células, sobretudo porque a mera ocupação do 
receptor do complemento em um macrófago é um fraco 
ativador da explosão respiratória. O EBV infecta células B por 
ligação aos receptores de superficie CR2, enquanto o flavivi- 
rus recoberto por iC3b entra através dos receptores CR3. 
Assustadoramente, o HIV recoberto por anticorpo e comple- 
mento pode ser mais virulento que o vírus não opsonizado. 
Anticorpos que medeiam esse efeito são, por motivos óbvios, 
denominados “anticorpos intensificadores”. Os membros da 


família de reguladores da ativação do complemento (RCA) 
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Figura 12.19 Interferéncia viral com o processamento e a apresentagao do antigeno pelo MHC classe I. Muitos virus 
desenvolveram mecanismos para evitar a detecção por células T citotóxicas CD8*, e aqui apresentamos apenas alguns exemplos 
das muitas estratégias empregadas. (a) O antígeno nuclear 1 do vírus Epstein-Barr (EBNA-1) contém repetições de glicina-alanina 
que inibem o processamento das proteínas virais mediado por proteassomos. (b) A ligação do peptídio ao TAP é inibida pela 
proteína 47 de célula infectada (ICP47) do herpes-vírus simples (HSV). (c) O citomegalovírus humano (HCMV) produz uma proteína, 
US3, que inibe a tapasina, um componente essencial do complexo de carregamento de peptídios. (d) A proteína E3-19K do 
adenovirus causa retenção das moléculas do MHC classe | no retículo endoplasmático (RE). (e) O redirecionamento das moléculas 
classe | para o citosol para serem degradadas pelo proteassomo é a manobra furtiva da proteína US2 do HCMV. (f) A proteína Nef 
do HIV-1 causa retenção das moléculas do MHC classe | no aparelho de Golgi com subsequente direcionamento para os 
lisossomos. (g) Mesmo que chegue à superfície celular, a molécula do MHC classe | não está segura. A proteína K3 do herpes-virus 
humano 8 (HHV8) associado ao sarcoma de Kaposi pode removê-la da superfície celular por um processo que emprega endocitose 
e ubiquitinação. (h) A proteína gp34 do CMV murino interfere no reconhecimento do complexo peptídio-MHC pelo TCR na célula T 


citotóxica CD8*. 


também são usados como receptores celulares para vários 
vírus, como o CD46 (proteína cofator da membrana) pelo 
vírus do sarampo e herpes-vírus 6 humano (HHV-6) e o 
CD55 (fator de aceleração do decaimento) pelo vírus ECHO 
e virus Coxsackie. 


A imunidade celular também 
pode ser manipulada 


O virus parainfluenza tipo 2 inibe fortemente a função das 
células Tc por diminuição da expressão da granzima B (veja 
a p. 255). Os homólogos virais das citocinas do hospedeiro e 
de seus receptores atuam como imunossupressores. A proteína 
BCRF1 (vIL-10) do EBV tem homologia de 84% com a 
IL-10 humana e ajuda os virus a escapar dos efeitos antivirais 
do IFNy por diminuição das células Th1. Os poxvirus codi- 
ficam homólogos solúveis tanto do receptor de IFNa/B 
quanto de IFNyR, assim inibindo de modo competitivo a 
ação dos três interferons. Os ortopoxvirus humanos produ- 
zem uma proteína de ligação de IL-18 (IL-18BP) que inibe 
a produção de IFNy induzida por IL-18 e as respostas de NK. 


Os herpesvírus e os poxvírus têm vários genes que codificam 
as proteínas semelhantes às quimiocinas e semelhantes aos 
receptores de quimiocinas que podem inibir a ação de muitas 
quimiocinas. A lista não para de crescer. As estratégias anti-IFN 
são particularmente abundantes, e muitos vírus produzem pro- 
teínas capazes de bloquear a ativação da via JAK/STAT indu- 
zida por IFN. Um alvo viral primário também é a ativação da 
proteinoquinase dependente de RNA bifilamentar (PKR) e 
outros componentes da célula que participam da criação de 
um estado antiviral após exposição ao IFN. Quando os virus 
da febre suína africana (ASFV) infectam macrófagos, sua 
proteína A238L inibe as vias de ativação celular dependentes 
de NFKB e de calcineurina. O genoma ASFV também codi- 
fica um homólogo do antígeno CD2 (vCD2) que interfere 
na função dos linfócitos. 

A apoptose de uma célula poderia ser uma má notícia para 
um vírus que vive muito bem dentro dela. Portanto, mais 
uma vez não surpreende que os vírus tenham criado mecanis- 
mos para evitar a apoptose. Alguns exemplos: o HHV8 produz 
uma proteína inibidora de FLICE (vFLIP) que também é 
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homóloga do pró-domínio da caspase 8 e, portanto, protege 
as células contra a apoptose, enquanto ASFV produz homó- 
logos de IAP e bcl2 para inibir a apoptose. Em contrapartida, 
algumas proteínas virais, que incluem Vpr de HIV-1 e HBx 
de HBV, são pró-apoptóticas, nesse caso talvez auxiliando a 
disseminação de partículas virais. 


Proteção por anticorpos séricos 


Os anticorpos neutralizam os vírus por vários mecanismos. 
Eles podem causar a inibição estereoquímica da combinação 
com o receptor nas células, assim impedindo a penetração e 
a subsequente multiplicação intracelular, sendo um bom 
exemplo o efeito protetor dos anticorpos contra a hemaglu- 
tinina do vírus influenza. Do mesmo modo, anticorpos com 
a hemaglutinina do vírus do sarampo impedem a entrada na 
célula, e a transmissão do vírus de uma célula para outra é 
interrompida por anticorpos contra o antígeno de fusão. O 
anticorpo pode destruir uma partícula viral livre diretamente 
por ativação da via do complemento clássica ou provocar 
agregação, aumento da fagocitose e subsequente morte intra- 
celular pelos mecanismos já expostos. No que diz respeito aos 
efeitos mediados por anticorpos, uma vez infectadas as células 
dependerão da ADCC (p. 49), como foi descrito no herpes, 
na vacínia e na parotidite. 

A proteção mais bem definida por anticorpos é observada 
em doenças com longos períodos de incubação, nas quais o 
vírus precisa atravessar a corrente sanguínea antes de chegar 
ao tecido que finalmente infecta. Por exemplo, na poliomie- 
lite o vírus tem acesso ao corpo pelo trato gastrintestinal e 
atravessa a circulação para chegar às células encefálicas que 
são infectadas. No sangue, o vírus é neutralizado por níveis 
muito baixos de anticorpos específicos, enquanto o período 
prolongado antes de o vírus infectar o encéfalo concede 
tempo para a resposta imune secundária em um hospedeiro 
sensibilizado. 


Fatores locais 


Em outras doenças virais, como a influenza e o resfriado 
comum, o período de incubação é curto, porque o órgão-alvo 
final do vírus é o mesmo órgão que serve como porta de 
entrada. Há pouco tempo para a geração de uma resposta de 
anticorpos primários e muito provavelmente a rápida produ- 
ção de interferon é o mecanismo mais significativo usado 
para combater a infecção viral. Estudos experimentais certa- 
mente indicam que, após um pico inicial de produção de 
interferon, há rápida queda do título de vírus vivos nos 
pulmões de camundongos infectados por influenza (Figura 
12.20). Os anticorpos, avaliados pelo título sérico, parecem 
chegar ao local tarde demais para auxiliar a recuperação. No 
entanto, os níveis de anticorpos podem estar elevados nos 
líquidos locais que banham as superfícies infectadas, por 
exemplo, mucosa nasal e pulmão, apesar dos baixos títulos 
séricos, e é a produção de anticorpos antivirais (sobretudo 
IgA secretora) por células sensibilizadas imunologicamente 
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Figura 12.20 Aparecimento do interferon e de anticorpos 
séricos em relação à recuperação da infecção pulmonar 
pelo vírus influenza em camundongos. (Reproduzida de 
Isaacs A. (1961) New Scientist 11, 81.) 


mobilizadas no local que tem maior importância na preven- 
ção de infecção subsequente. Infelizmente, no que diz res- 
peito ao resfriado comum, é provável que uma infecção 
subsequente seja causada por um vírus com antígenos dife- 
rentes, o que dificulta a obtenção de imunidade geral aos 
resfriados. 


A imunidade celular alcança o vírus intracelular 


Os anticorpos não têm acesso ao citosol celular. Portanto, a 
imunidade celular é necessária para lidar com vírus que se 
refugiam nas células do hospedeiro infectado (Figura 12.21). 
A importância da imunidade celular na recuperação de infec- 
ções virais é ressaltada pela incapacidade das crianças com 
imunodeficiência primária de células T de combater esses 
vírus, enquanto pacientes com deficiência de Ig, mas imuni- 
dade celular preservada, não têm esse tipo de problema, 


As células NK podem destruir alvos infectados 
por vírus 


O reconhecimento e a destruição precoces de uma célula 
infectada por vírus antes da sua multiplicação são vantajosos 
para o hospedeiro. A importância da célula NK nesse papel 
de agente da imunidade inata pré-formada pode ser avaliada 
por observação dos raríssimos pacientes com ausência total 
dessas células que têm infecções virais recorrentes com risco 
de morte, entre elas a infecção por EBV, varicela e citomega- 
lovírus (CMV). A célula NK tem duas famílias de receptores 
de superfície. Uma delas é formada pelos receptores ativadores 
killer, que se ligam aos carboidratos e a outras estruturas 
expressas coletivamente por todas as células; a outra é cons- 
tituída pelos receptores inibidores killer, que reconhecem as 
moléculas do MHC classe I e anulam o sinal do receptor 
ativador. Assim, as células NK inspecionam os tecidos para 
verificar se há ausência de elementos próprios, indicada pela 
expressão anômala ou ausente do MHC classe I, que ocorre 
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em algumas infecções virais e em algumas células tumorais. 
A produção de IFNa durante infecção viral não só protege 
as células vizinhas, como também ativa as células NK. 


As células T citotóxicas são elementos cruciais 
na imunidade a vírus 


Os linfócitos T de um hospedeiro sensibilizado são direta- 
mente citotóxicos para células infectadas por vírus, os novos 
antígenos peptídicos associados ao MHC na superfície da 
célula-alvo são reconhecidos por receptores af) específicos 
nos linfócitos T citotóxicos (denominados CTL ou Tc). Há 
uma frequência bastante surpreendente de dupla especifici- 
dade no reconhecimento das células-alvo por clones de Tc 
vírus-específicos, que podem causar a lise de células alogê- 
nicas não infectadas ou de alvos que expressam peptídios 
com baixa homologia de diferentes regiões da mesma pro- 
teína viral, de diferentes proteínas do mesmo vírus ou até 
mesmo de diferentes vírus não relacionados. Assim, a ativa- 
ção por um segundo vírus pode ajudar a manter a memória 
e pode haver imunidade espontânea a um vírus não relacio- 
nado após infecção inicial por uma cepa com reação cruzada. 
A diminuição da expressão do MHC classe I não representa 
problema para as células T com receptor y5, uma vez que 
reconhecem a proteína nativa do envoltório viral (p. ex., 
glicoproteína do herpes-vírus simples) na superfície celular 
(Figura 12.21). 


Proteína de revestimento 
do vírus 
Membrana do hospedeiro 


Figura 12.21 Controle de infecção por 
vírus com envoltório (“brotamento”). O 
vírus livre liberado por brotamento da 
superfície celular é neutralizado por 
anticorpos. Células T citotóxicas específicas 
destroem diretamente os alvos infectados 
por vírus e liberam citocinas que atraem 
macrófagos (M®), sensibilizam células 
contíguas para torná-las resistentes à 
infecção viral (IFNy e TNF) e ativam células 
NK citotóxicas. As células NK reconhecem a 
ausência de MHC classe | na membrana da 
célula infectada, em caso de vírus que 
diminuem a expressão da classe |, ou 
participam da citotoxicidade celular 
dependente de anticorpos (ADCC) se houver 
anticorpos contra as proteínas do envoltório 
viral ligados à célula infectada. Nesse grupo 
de vírus em brotamento estão incluídos: 
oncornavírus 

(= vírus de RNA oncogênicos, p. ex., 
leucemogénico murino), ortomixovirus 
(influenza), paramixovirus (parotidite, 
sarampo), togavirus (dengue), rabdovirus 
(raiva), arenavirus (coriomeningite linfocitica), 
adenovirus, herpes-virus (simples, varicela- 
zóster, citomegalovirus, Epstein-Barr, doença 
de Marek), poxvirus (vacinia), papovavirus 
(SV40, polioma) e rubéola. 


Depois de uma infecção natural, há geração de anticorpos 
e CTL; a proteção subsequente é permanente sem reinfecção, 
possivelmente reforçada por ativação de células inespecíficas 
(bystander activation) por meio de citocinas liberadas por 
outras células T estimuladas, ou talvez por estimulação alea- 
tória por virus não relacionados com base na dupla especifi- 
cidade descrita anteriormente. Por outro lado, a injeção de 
vírus influenza mortos produz anticorpos, mas não Tc, e a 
proteção tem curta duração. 


As citocinas recrutam efetores e produzem um 
“cordão sanitário” 


Estudos sobre a transferência da proteção contra influenza, 
coriomeningite linfocítica, vacínia, ectromelia e infecção 
por CMV indicaram que as células T CD8, e não CD4, são 
a principal força de defesa. A resposta automática seria 
apontar a citotoxicidade, mas lembre que as células CD8 
também produzem citocinas. Isso pode ser crucial quando 
os vírus escapam do mecanismo citotóxico e conseguem 
infiltrar-se em uma célula adjacente. Agora a imunidade 
celular tem algumas cartas novas para jogar: se as células T 
estimuladas por antígeno viral liberam citocinas como IFNy 
e quimiocinas de macrófagos ou monócitos, os fagócitos 
mononucleares atraídos para o local são ativados para secre- 
tar TNF que, em ação sinérgica com o IFNy, torna as células 
não permissivas para a multiplicação de qualquer vírus 
adquirido por transferência intercelular (Figura 12.21). 


346 Fundamentos de Imunologia 


Desse modo, o local de infecção pode ser circundado por 
um cordão de células resistentes. Como o IFNa, o IFNy 
aumenta a citotoxicidade inespecífica de células NK (veja a 
p- 26) contra células infectadas. Essa geração de “interferon 
imune” (IFNy) e TNF em resposta a componentes virais 
outros que não os ácidos nucleicos é um valioso mecanismo 
auxiliar no caso de vírus que têm a característica intrínseca 
de estimular pouco a síntese de interferon tipo I (IFNa e 
IENB). 


Imunidade a fungos 


Com frequéncia, micoses oportunistas instalam-se em hospe- 
deiros imunocomprometidos ou quando há perturbação da 
flora comensal normal por administração prolongada de anti- 
bióticos de amplo espectro. A fagocitose, sobretudo após a 
ativação de macrófagos por IFNy e TNF mediada por células 
Thl, tem papel importante no combate às micoses. No 
entanto, como já foi destacado a respeito de determinadas 
bactérias, alguns fungos (p. ex., Histoplasma capsulatum) são 
capazes de residir muito bem em macrófagos. Intermediários 
reativos do oxigênio são fungicidas para a maioria das espécies 
graças à indução de modificações das proteínas, lesão dos 
ácidos nucleicos e peroxidação lipídica. O contra-ataque 
fúngico inclui a inibição da explosão respiratória por catalase, 
manitol e melanina. Após a inalação de Aspergillus fumigatus, 


os macrófagos alveolares fagocitam e destroem conídios 
(esporos), embora as proteases fúngicas possam ajudar a pro- 
teger os esporos dessa atividade. Nos pulmões, os conídios 
germinam e dão origem a hifas ramificadas, que provavel- 
mente são combatidas pela liberação do conteúdo granular 
oxidante e fungicida dos neutrófilos. 

As células NK têm atividade antifúngica inerente contra, 
por exemplo, Cryptococcus neoformans, enquanto no CTL a 
atividade contra esse organismo precisa ser induzida. No caso 
do A. fumigatus, a resposta imune adaptativa é ativada após a 
captação de conídios e hifas por células dendríticas locais e 
subsequente apresentação às células T nos linfonodos de dre- 
nagem. Os componentes da parede celular fúngica podem 
enviar sinais às células dendríticas por meio de vários recep- 
tores de reconhecimento de padrão (Figura 12.22), resul- 
tando na liberação de IL-12, que estimula a resposta de Th1. 
O papel dos anticorpos é complexo e nem sempre vantajoso, 
embora haja exemplos claros de efeitos protetores como os 
anticorpos contra a proteína do choque térmico 90 (hsp90) 
de Candida albicans, que protegem contra doença dissemi- 
nada em pacientes com AIDS. A proteína de ligação à manose 
é capaz de aglutinar Candida albicans e, em seguida, ativar o 
sistema do complemento. 

As fosfolipases, proteases e elastases produzidas por 
muitos fungos atuam como fatores de virulência. Fungos 
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Figura 12.22 Ativação da imunidade a fungos mediada pelo receptor de reconhecimento de padrão (PRR). Vários diferentes 
padrões moleculares associados ao patógeno existentes nas paredes celulares fúngicas podem ativar tanto a resposta imune inata 
quanto a adaptativa pela via clássica da MyD88 após reconhecimento pelo PRR nas células hospedeiras. IL-1RI, receptor tipo | da 
interleucina-1; TLR, receptor Toll-like. (Modificada de Romani L. (2004) Nature Reviews Immunology 4, 1-23, com permissão dos 
editores.) A. fumigatus, Aspergillus fumigatus; C. albicans, Candida albicans. 
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dimórficos como Blastomyces dermatitidis Coccidioides 
immitis e Histoplasma capsulatum passam de bolores fila- 
mentosos a leveduras unicelulares, embora algumas espécies 
de Candida, entre elas a Candida albicans, assumam a forma 
de leveduras, blastosporos, pseudo-hifas ou hifas, depen- 
dendo do local da infecção. Presume-se que as alterações 
antigênicas associadas a essas alterações morfológicas atuem 
como fatores de virulência. As adesinas na superfície dos 
fungos também se comportam como fatores de virulência, 
já que sua neutralização por fragmentos de região variável 
de anticorpos pode bloquear a infecção em modelo animal 
de candidíase vaginal. 


Imunidade a parasitoses 


A Figura 12.23 lista os diversos organismos responsáveis por 
algumas das principais parasitoses. A quantidade de pessoas 
afetadas é verdadeiramente assustadora e a soma do sofri- 
mento que esses organismos provocam é grande demais para 


ser compreendida. As consequências das parasitoses poderiam 
ser, em um extremo, a ausência de resposta imune que acar- 
retaria superinfecção devastadora, e no outro, uma resposta 
imunopatológica exagerada que poderia ser fatal. Como todos 
os agentes infecciosos, um parasito bem-sucedido tem de 
orientar seu curso entre esses extremos, evitando a destruição 
do hospedeiro humano ao mesmo tempo em que escapa da 
destruição pelo sistema imune. 


Respostas do hospedeiro 


O hospedeiro emprega uma grande variedade de mecanismos 
de defesa, mas é possível afirmar, generalizando, que a res- 
posta humoral ocorre quando os organismos invadem a cor- 
rente sanguínea (malária, tripanossomíase), ao passo que a 
imunidade celular é provocada pelo crescimento de parasitos 
nos tecidos (p. ex., leishmaniose cutânea) (Figura 12.24). 
Muitas vezes o hospedeiro com infecção crônica é resistente 
à reinfecção por novos organismos, uma situação denominada 


Parasitos responsáveis 


Figura 12.23 Alguns parasitos 
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infectadas. DS, doença do sono. 
(Dados da Organização Mundial de 
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imunidade concomitante, Isso é observado principalmente 
na esquistossomose, mas também na malária. É preciso que 
haja algum tipo de diferença entre os tipos residente e infec- 
cioso para que sejam localizados com precisão. 


Imunidade humoral 


Anticorpos da especificidade correta com concentração e afi- 
nidade adequadas oferecem proteção razoável contra parasitos 
hematogênicos, como o Trypanosoma brucei, e os estágios 
esporozoíta e merozoíta da malária. Assim, indivíduos trata- 
dos com IgG de adultos com imunidade estável em áreas de 
malária endêmica são protegidos temporariamente contra a 
infecção. Os mecanismos efetores são opsonização, fagocitose 
e lise dependente de complemento. 

Uma característica marcante da resposta imune a hel- 
mintoses, tais como Trichinella spiralis em seres humanos e 
Nippostrongylus brasiliensis no rato, é a eosinofilia e o alto 
nível de anticorpos IgE produzidos. Em seres humanos, os 
níveis séricos de IgE podem elevar-se de valores normais 
aproximados de 100 ng/mé para até 10.000 ng/m/. Essas 
alterações têm todas as características de resposta às citocinas 
tipo Th2 (veja a p. 248), e chama a atenção o fato de que, 
em animais infestados por helmintos, a injeção de anti-IL-4 
reduz muito a produção de IgE e anti-IL-5 suprime a eosi- 
nofilia. A IL-13 cutânea, que juntamente com a IL-4 é um 
fator de mudança para a produção de IgE, parece ter papel 
importante na proteção contra esquistossomos. A ativação 
antígeno-específica de mastócitos sensibilizados por IgE leva 
à exsudação de proteínas séricas contendo alta concentração 
de anticorpos protetores em todas as principais classes de Ig 
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e à liberação do fator quimiotático de eosinófilos. A IgE 
facilita a ADCC contra os esquistossômulos, a forma 
imatura inicial do esquistossomo, que pode ser mediada por 
eosinófilos, monócitos, macrófagos e plaquetas. Os esquis- 
tossômulos também podem ser destruídos por eosinófilos 
usando IgG para ADCC via ligação por meio de seus recep- 
tores FcyRII para o organismo recoberto por IgG 
(Figura 12.25); a proteína básica principal dos grânulos 
eosinofilicos é liberada sobre o parasito e provoca sua des- 
truição. Também pode haver uma necessidade localizada de 
células Th1, já que o IFNy no fígado mostrou ser impor- 
tante na imunidade contra esquistossomos. Cabe destacar 
dois outros pontos relevantes. As reações mediadas por IgE 
podem ser vitais para a recuperação da infecção, enquanto 
a resistência em hospedeiros vacinados pode depender mais 
de anticorpos IgG e IgA pré-formados. 


Imunidade celular 


Assim como determinadas bactérias e fungos, alguns parasitos 
adaptaram-se à vida no macrófago apesar dos poderosos 
mecanismos microbicidas dessa célula, entre os quais está o 
NO.. Organismos intracelulares, como Toxoplasma gondii, 
Trypanosoma cruzi e Leishmania spp., usam vários recursos 
para inibir os sistemas de destruição dos macrófagos (veja a 
adiante), porém, mais uma vez, a exemplo das infecções por 
micobactérias, as células T produtoras de citocinas são cru- 
ciais para estimular os macrófagos a liberar sua capacidade 
destruidora e eliminar os intrusos. 

O equilíbrio das citocinas produzidas é importantíssimo. 
A infecção de camundongos por Leishmania major ilustra 
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Figura 12.25 Micrografia eletrônica mostra um eosinófilo (E) 
fixado à superfície de um esquistossômulo (S) na presença 
de anticorpo específico. A célula desenvolve grandes vacúolos 
(V) que parecem liberar seu conteúdo sobre o parasito 
(16.500x). (Cortesia de D.J. McLaren e C.D. Mackenzie.) 


bem esse aspecto; o organismo provoca doença fatal em 
camundongos suscetíveis, mas outras linhagens são resisten- 
tes. Isso é controlado em parte por alelos do gene SLCIIAI 
(veja a p. 337), mas, como já foi exposto no Capítulo 9, em 
camundongos suscetíveis há estimulação excessiva das células 
Th2 com produção de IL-4 que não ajuda a combater a 
infecção, enquanto linhagens resistentes são caracterizadas 
pela expansão de células Th1 que secretam IFNy em resposta 
a antígenos apresentados pelos macrófagos que abrigam os 
protozoários vivos. A terapia combinada de linhagens susce- 
tíveis com Pentostam, fármaco leishmanicida, mais IL-12, 
que recruta células Th1, oferece a esperança de que atividades 
de Th2 que exacerbam a doença possam ser substituídas por 
respostas de Th1 protetoras. Organismos como plasmódios 
causadores de malária, além de eventuais riquétsias e clamí- 
dias, que vivem em células que não são fagócitos profissionais 
podem ser eliminados por ativação de mecanismos de defesa 
intracelulares. Particularmente importante para a proteção, 
porém, é a indução de IFNy e de células T CD8*. Também 
são necessários interleucina-12 e óxido nítrico, e as células 
NK podem ter papel auxiliar, produzindo mais IFNy. 
Observou-se citotoxicidade direta por células T CD8* contra 
células hepáticas que abrigam esporozoitas da malária. 
Convém destacar que, após o reconhecimento de uma asso- 
ciação entre HLA-B53 e a proteção contra malária grave, 
demonstrou-se a reação de CTL com restrição a B53 e um 
nonâmero conservado de um antígeno hepático estágio-espe- 
cífico no sangue periférico de indivíduos resistentes. Um 
grande estudo de caso-controle da malária em crianças na 
Gâmbia mostrou que o antígeno classe I B53 protetor é 


comum em crianças do oeste da África, mas raro em outros 
grupos raciais, o que aumenta a credibilidade da hipótese de 
que o polimorfismo do MHC desenvolveu-se principalmente 
por seleção natural por patógenos infecciosos. 

A eliminação de infestações de vermes do intestino requer 
a combinação de forças da imunidade celular e humoral para 
expelir o hóspede indesejado. Um dos modelos estudados é a 
resposta ao Nippostrongylus brasiliensis; estudos de transferên- 
cia em ratos mostraram que, embora os anticorpos causem 
alguns danos aos vermes, as células T de doadores imunes 
também são necessárias para a expulsão enérgica, provavel- 
mente obtida por associação da estimulação mediada por 
mastócitos da motilidade intestinal e ativação por citocinas 
das células caliciformes intestinais. Estas secretam mucinas 
que formam um gel viscoelástico ao redor do verme, assim 
protegendo as superfícies colônica e intestinal da invasão 
(Figura 12.26). Outro modelo, dessa vez a infecção por 
Trichinella spiralis em camundongos, reforça a importância de 
ativar as respostas de citocinas mais apropriadas de células T. 
Uma linhagem, que expele os vermes adultos com rapidez, 
produz grande quantidade de IFNy e anticorpos IgG2a, 
enquanto, por outro lado, camundongos mais suscetíveis pro- 
duzem quantidades mínimas de IFNy e maior quantidade das 
classes de anticorpos IgG1, IgA e IgE. É claro que a estratégia 
de proteção varia com a infecção. 


Estratégias de evasão do parasito 
Resistência aos mecanismos efetores 


Alguns truques para impedir as defesas do complemento são 
interessantes. O T. cruzi criou uma magnífica molécula seme- 
lhante ao DAF (veja a p. 384) que acelera o decaimento de 
C3b. A molécula SCIP1 do Schistosoma mansoni (proteína 
inibidora do complemento 1 do esquistossomo) é um tipo da 
proteína muscular paramiosina exposta na superfície, capaz 
de se ligar a C9 e assim inibir sua polimerização e evitar a 
formação do complexo de ataque à membrana. A proteína 
da membrana eritrocitária 1 do Plasmodium falciparum 
(PfEMP1) é expressa na superficie de eritrócitos infectados e 
pode ligar-se a CR1 (CD35) em outros eritrócitos infectados, 
levando à formação de rosetas (aglomerados de eritrócitos), 
que podem facilitar a disseminação do parasito com exposição 
mínima ao sistema imune do hospedeiro. De modo seme- 
lhante, os esporozoítas da malária eliminam seu antígeno 
circum-esporozoíta quando se ligam a anticorpos, e o 
Trypanosoma brucei libera seus antígenos de superfície em 
solução para agir como proteínas de atração (p. 328). Em 
todos os casos, esses sistemas de eliminação e atração são bem 
adequados para os parasitos ou estágios do ciclo de vida 
parasitário que têm apenas em breve contato com o sistema 
imune. 

Os parasitos protozoários que se escondem dos efeitos 
dos anticorpos usando o interior de um macrófago como 
refúgio bloqueiam mecanismos microbicidas por métodos 
semelhantes aos empregados por bactérias intracelulares 
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Figura 12.26 Expulsão de vermes 
nematódeos do intestino. Primeiro, o 
parasito é lesado por anticorpos IgG 
que entram no lúmen intestinal, talvez 
em consequência da inflamação 
mediada por IgE e possivelmente 
auxiliados por células acessórias da 
ADCC. Citocinas como IL-4, IL-13 e 
TNF liberadas por ativação antígeno- 
específica das células T estimulam a 
proliferação de células caliciformes e a 
secreção de muco, o qual recobre o 
verme lesado e facilita sua expulsão 
do corpo por aumento da motilidade 
intestinal induzida por mediadores de 
mastócitos, como leucotrieno-D,, e 
diarreia decorrente da inibição da 
absorção de sódio glicose-dependente 
por histamina e PGE, derivadas dos 
mastócitos. 


Estimulação das 
células caliciformes 


Lesão por anticorpos 
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(veja a p. 334). O Toxoplasma gondii inibe a fusão fagos- 
somo-lisossomo por alinhamento das mitocôndrias da célula 
do hospedeiro ao longo da membrana do fagossomo. O 
Trypanosoma cruzi escapa do fagossomo para o citoplasma, 
enquanto os parasitos Leishmania são circundados por uma 
lipofosfoglicana que os protege da explosão oxidativa 
mediante retirada dos radicais livres. Eles também dimi- 
nuem a expressão de MHC, CD80 e CD86, assim redu- 
zindo a estimulação das células T. 


Evitação do reconhecimento do antígeno 
pelo hospedeiro 


Alguns parasitos disfarçam-se para parecer com o hospe- 
deiro. O mecanismo usado é o mimetismo molecular, 
demonstrado pela reatividade cruzada entre os antígenos de 
Ascaris e o colágeno humano. Outra técnica é o revestimento 
da superfície com proteínas do hospedeiro. Os esquistosso- 
mos fazem isso muito bem; o verme adulto capta glicopro- 
teínas das hemácias hospedeiras, moléculas do MHC e IgG 
e vive muito bem nos vasos mesentéricos do hospedeiro, 
apesar de o sangue que o banha conter anticorpos capazes 
de evitar a reinfecção. 

Outro ardil, comparável a mudar as traves de lugar no 
futebol, é a variação antigênica, na qual os parasitos 
escapam da ação citocida dos anticorpos sobre as formas 
circulantes no sangue lançando mão do engenhoso truque 


de alterar a própria constituição antigênica. A Figura 12.27 
ilustra como o tripanossomo continua a infectar o hospe- 
deiro, mesmo após o surgimento de anticorpos totalmente 
protetores, graças à mudança para expressão de uma nova 
variante antigênica que esses anticorpos não reconhecem; à 
medida que são sintetizados anticorpos contra os novos 
antígenos, o parasito muda para outra variante e escapa mais 
uma vez, e assim sucessivamente. Desse modo, o parasito 
pode permanecer na corrente sanguínea por tempo sufi- 
ciente para dar a oportunidade de transmissão por insetos 
hematófagos ou por contato direto com sangue contami- 
nado. O mesmo fenômeno foi observado com Plasmodium 
spp. e isso pode explicar por que, em áreas hiperendémicas, 
as crianças sofrem crises repetidas de malária nos primeiros 
anos e depois tornam-se imunes à infecção. Provavelmente 
é preciso desenvolver imunidade contra todas as variantes 
antigênicas antes de obter proteção total, e na verdade 
sabe-se que a IgG de indivíduos com imunidade estável 
pode pôr fim à malária em crianças pequenas. 


Desvio da resposta imune do hospedeiro 


A imunossupressão foi observada na maioria das parasitoses 
estudadas. Na infecção por tripanossomos, por exemplo, há 
ativação policlonal das respostas de células T e B que desviam 
a resposta imune para longe da produção de anticorpos espe- 
cíficos. Uma prolina racemase (enzima que catalisa a inter- 
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Figura 12.27 Variação antigénica durante tripanossomiase crônica. A medida que são produzidos anticorpos contra a 
variante inicial da glicoproteina de superficie VSG1, os tripanossomos sanguíneos são recobertos antes da fagocitose e não 
são mais infecciosos, deixando uma pequena quantidade de parasitos viáveis que adquiriram uma nova constituição 
antigênica. Agora essa nova variante (VSG2) multiplica-se até que também seja neutralizada pela resposta dos anticorpos 
primários e substituída pela variante VSG3. Apenas uma das variantes da glicoproteína de superfície é expressa de cada vez e 
cobre a superfície do protozoário, com exclusão de todos os outros antígenos. Quase 9% do genoma (cerca de 1.000 genes) 
é dedicado à geração de VSG. A troca ocorre por inserção de um gene duplicado em uma nova localização genômica 


próxima do promotor. 


conversão das formas L e D da prolina) secretada pelo T. cruzi 
foi identificada como mitógeno de células B. Os parasitos 
também podem manipular subgrupos de células T em bene- 
fício próprio. A filariose é um bom exemplo: sugeriu-se que 
indivíduos com microfilárias persistentes não apresentam res- 
postas de hipersensibilidade imediata supostamente proteto- 
ras, incluindo IgE e eosinofilia, em consequência da supressão 
ativa das células Th2. 

Levantamentos epidemiológicos concordam com um 
papel protetor dos anticorpos IgE na esquistossomose, mas 
também revelam uma população suscetível que produz anti- 
corpos IgM e IgG4 que podem bloquear a ADCC depen- 
dente de IgE. A capacidade de determinados helmintos de 
efetuar a ativação policlonal de células B produtoras de IgE é 
boa para o parasito e, por conseguinte, não tão boa para o 
hospedeiro, já que a alta concentração de IgE irrelevante 
ligada a um mastócito expulsa as moléculas de IgE específicas 
para o parasito e diminui a possibilidade da ativação do mas- 
tócito por antígeno específico para iniciar uma reação de 


defesa. 


Encefalopatias espongiformes transmissíveis 
A variante da doença de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) foi des- 


crita pela primeira vez em 1996 e, assim como a paraplexia 
enzoótica dos ovinos (scrapie) e a encefalopatia espongiforme 
bovina (BSE), é classificada como uma encefalopatia espon- 
giforme transmissível (TSE) causada por príons. O príon da 
BSE, responsável pela “doença da vaca louca”, adaptou-se aos 
seres humanos após o consumo da carne de animais alimen- 


tados com restos de animais abatidos. Essa doença provocou 
grande temor, sobretudo no epicentro da infecção na Grá- 
Bretanha, em razão da natureza imprevisível da “epidemia”. 
No entanto, no fim de 2010 o número de mortes no Reino 
Unido por vCJD manteve-se em 170 e pode ser que o enorme 
número de mortes previstas a princípio por alguns modelos 
matemáticos não se concretize. 

Nas TSE, a proteína priônica celular não patogênica 
normal (PrP‘), de função desconhecida, é dobrada de modo 
anormal, o que causa a geração de agregados patogênicos 
relativamente resistentes à protease denominados PrPS (a 
proteína da paraplexia enzoótica dos ovinos). Infelizmente, 
o papel do sistema imune em doenças priônicas parece ser o 
de ajudar a doença em vez de combatê-la. Em geral, a infec- 
ciosidade multiplica-se e alcança altos níveis nos tecidos lin- 
foides antes de passar ao sistema nervoso central, e as células 
dendríticas foliculares do baço, linfonodos e placas de Peyer 
participam dessa multiplicação. A causa pode ser a expressão 
natural pelas células dendríticas foliculares de altos níveis de 
PrP* que são convertidos em PrP* após a exposição ao agente 
da TSE. Os linfócitos B têm papel auxiliar mediante produ- 
ção de TNF e linfotoxina, ambos citocinas necessárias para 
a formação de redes de células dendríticas foliculares nos 
tecidos linfoides secundários, e a linfotoxina ainda é neces- 
sária para a manutenção do estado diferenciado nas células 
dendríticas foliculares. Além das células dendríticas folicula- 
res, os macrófagos e as células dendríticas parecem participar 
da multiplicação de PrP“, assim garantindo um reservatório 
de infecciosidade. Ao entrarem no SNC, os príons infeccio- 
sos causam ativação e proliferação das células microgliais; os 
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macrófagos do encéfalo. Apesar de se observar a infiltração 
do SNC por células T, os dados disponíveis de vários camun- 
dongos knockout sugerem que quando a doença causada 
pelos príons chega ao SNC, seu avanço é independente das 
células T e B, interferon, TNE, linfotoxina, FcyR, TLR e 
complemento. 


Imunopatologia 


Embora haja persistência crônica dos parasitos ante uma res- 
posta imune, a interação com o antígeno estranho costuma 
provocar reações com lesão tecidual. Um exemplo é a sín- 
drome nefrótica induzida por imunocomplexos observada em 
crianças nigerianas associada à malária quarta, que é causada 
por Plasmodium malariae e provoca um padrão característico 
de calafrios e febres a cada 72 h relacionado com o ciclo de 
vida do parasito. Os níveis aumentados de TNF são respon- 
sáveis por alterações pulmonares na malária aguda, malária 


A imunidade a infecções demanda uma luta constante 
entre as defesas do hospedeiro e o patógeno que 
tenta desenvolver estratégias de evasão. 


Inflamação revisitada 

E A inflamação é uma importante reação de defesa 
iniciada por infecção ou lesão tecidual. 

E Os mediadores liberados elevam o nível de 
moléculas de adesão em células endoteliais e 
leucócitos, causando primeiro o rolamento dos 
leucócitos ao longo da parede do vaso e depois a 
passagem através dos vasos sanguíneos segundo 
o gradiente quimiotático para chegar ao local da 
inflamação. 

m A IL-1, o TNF e as quimiocinas como IL-8 
participam da manutenção do processo 
inflamatório. 

E A inflamação é controlada por proteínas 
reguladoras do complemento, PGE,, TGFB, 
glicocorticoides e IL-10. 

E A incapacidade de eliminar o agente iniciador 
provoca uma resposta inflamatória crônica 
dominada por macrófagos com frequente 
formação de granulomas. 


Bactérias extracelulares suscetíveis à destruição 

por fagocitose e complemento 

m O LPS liga-se à LBP, que transfere o LPS para o 
complexo CD14-TLR4, assim ativando genes na 
APC que codificam citocinas proinflamatórias. 


cerebral em camundongos e debilitação grave em bovinos 
com tripanossomíase. Outro exemplo é a lesão hepática resul- 
tante da formação de granulomas ao redor dos ovos de esquis- 
tossomos mediada por IL-4 (veja a Figura 15.28); um dos 
antígenos do ovo induz diretamente a produção de IL-10 em 
células B, assim contribuindo para o domínio de Th2. O 
extraordinário é que a reação de hipersensibilidade ajuda os 
ovos a escapar dos capilares sanguíneos intestinais para o 
lumen intestinal para continuar o ciclo fora do corpo, um 
efeito mediado pelo TNF. 

A reação cruzada entre o parasito e os elementos próprios 
pode causar autoimunidade, o que foi proposto como a base 
da cardiomiopatia na doença de Chagas. Também cabe des- 
tacar que a imunossupressão inespecífica tão disseminada nos 
parasitoses tende a aumentar a suscetibilidade a infecções 
bacterianas e virais e, nesse contexto, a associação entre 
linfoma de Burkitt e malária foi atribuída a uma resposta 
inadequada do hospedeiro ao vírus Epstein-Barr. 


E As bactérias tentam evitar a fagocitose e para isso 
revestem-se com cápsulas, secretam exotoxinas 
que destroem fagócitos ou impedem reações 
inflamatórias, desviam o complemento para locais 
inofensivos ou colonizam locais relativamente 
inacessíveis. 

m Para combater esses truques os anticorpos 
neutralizam as toxinas, facilitam lesões mediadas 
por complemento na superfície bacteriana e 
vencem a natureza antifagocitária das cápsulas 
opsonizando-as com Ig e C3b. 

m O sistema imune secretor protege as superfícies 
mucosas externas. A IgA secretora inibe a 
aderência de bactérias e pode opsonizá-las. A IgE 
ligada aos mastócitos é capaz de iniciar o afluxo 
protetor de IgG, complemento e neutrófilos. 


Bactérias que crescem no meio intracelular 

E As bactérias intracelulares, como os bacilos da 
tuberculose e da hanseníase, crescem dentro de 
macrófagos. Elas desafiam os mecanismos de 
destruição por meio do bloqueio da ativação dos 
macrófagos, neutralização do pH no fagossomo, 
inibição da fusão dos lisossomos e fuga do 
fagossomo para o citoplasma. 

m Elas são destruídas por imunidade celular: as 
células T auxiliares liberam citocinas ao contato 
com macrófagos infectados que ativam 
intensamente a formação de óxido nítrico (NO), 
intermediários reativos do oxigênio (ROI) e outros 
mecanismos microbicidas. 
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Figura 12.28 Esquema simplificado para destacar as interações entre imunidade inata e adquirida. A célula dendrítica 
que apresenta o antígeno às células B na forma de imunocomplexos é a célula dendrítica folicular nos centros germinativos, 
enquanto a célula dendrítica interdigitada positiva para MHC classe Il apresenta o antígeno às células T. CRP, proteína C 
reativa; MBL, lectina ligadora de manose. (Desenvolvida a partir de Playfair J.H.L. (1974) British Medical Bulletin 30, 24.) 
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Imunidade a infecções virais 

m Os vírus tentam evitar o sistema imune por meio 
de alterações na antigenicidade de seus antígenos 
de superfície. As mutações pontuais provocam 
variação antigênica menor, mas alterações radicais 
que acarretam epidemias podem ser causadas 
pela troca de grande quantidade de material 
genético com virus diferentes em outros animais 
(variação antigênica maior). 

E Alguns vírus inibem a função do sistema 
complemento em benefício próprio. 

m Os virus podem interferir em quase todas as 
etapas do processamento e da apresentação do 
antígeno às células T. 

E Os anticorpos neutralizam os vírus livres e são 
eficazes principalmente quando o vírus precisa 
seguir na corrente sanguínea até chegar ao alvo. 

m Quando o alvo e a porta de entrada são os 
mesmos, por exemplo, os pulmões, o IFN é 
dominante na recuperação da infecção. 

E Os anticorpos são importantes para evitar a 
reinfecção. 

m Os vírus em “brotamento” que podem invadir 
células adjacentes sem ser expostos a anticorpos 
são combatidos por imunidade celular. As células 
infectadas expressam na superfície um peptídio 
do antígeno viral processado em associação ao 
MHC classe | pouco tempo depois da entrada do 
vírus, e a rápida destruição da célula por células 
T af citotóxicas impede a multiplicação viral 
dependente do mecanismo de replicação da 
célula do hospedeiro intacta. A Tc yô reconhece a 
proteína nativa da cápsula viral na superfície da 
célula-alvo. As células NK também são 
citotóxicas. 

E As células T e os macrófagos que produzem IFNy 
e TNF banham as células adjacentes e impedem a 
infecção por disseminação lateral do vírus. 


Imunidade a fungos 

E As micoses oportunistas são comuns em 
hospedeiros imunossuprimidos. 

E A fagocitose tem importante papel no combate aos 
fungos. 

E CTL e células NK apresentam atividades 
antifúngicas. 

E Os anticorpos nem sempre são vantajosos, mas 
parecem ajudar a proteger contra infecções 
sistêmicas por Candida em pacientes com AIDS. 


Imunidade a parasitoses 
E As doenças por parasitos protozoários e helmintos 
afetam centenas de milhões de pessoas. Em geral, 


os anticorpos são eficazes contra as formas 
hematogênicas. A produção de IgE é aumentada 
nas infestações por vermes e pode causar influxo 
de Ig e eosinófilos mediado por mastócitos; os 
esquistossomos recobertos por IgG ou IgE são 
destruídos por eosinófilos aderentes graças a 
mecanismos extracelulares associados à liberação 
de proteínas catiônicas e peroxidase. 

Organismos como Leishmania spp., Trypanosoma 
cruzi e Toxoplasma gondii escondem-se dos 
anticorpos dentro dos macrófagos, usam as 
mesmas estratégias que as bactérias parasitárias 
intracelulares para sobreviver e, assim como elas, 
são destruídos quando os macrófagos são 
ativados por citocinas de Th1 produzidas durante 
respostas imunes celulares. NO: é um importante 
agente destruidor. 

As células T CD8 também têm um papel de 
proteção. 

A expulsão de vermes intestinais geralmente 
depende das respostas das células Th2 e requer a 
ação coordenada de anticorpos, a liberação de 
mucina por células caliciformes estimuladas por 
citocinas e a produção de contração intestinal e 
diarreia por mediadores dos mastócitos. 

Alguns parasitos evitam o reconhecimento 
disfarçando-se como hospedeiros, seja por 
mimetismo molecular, seja pela absorção de 
proteínas do hospedeiro por sua superfície. 
Outros organismos como Trypanosoma brucei e 
várias espécies causadoras de malária têm a 
extraordinária capacidade de expressar na 
superfície um antígeno dominante que é 
substituído por mecanismos de troca genética por 
outra molécula quando se formam anticorpos 
contra a primeira variante. 

A maioria dos parasitos também tende a suprimir 
de modo inespecífico as respostas do hospedeiro. 
A persistência crônica do antígeno do parasito em 
face de uma resposta imune costuma provocar 
reações imunopatológicas com lesão tecidual, 
como a síndrome nefrótica por imunocomplexo, 
granulomas hepáticos e lesões autoimunes do 
coração. A imunossupressão generalizada 
aumenta a suscetibilidade a infecções bacterianas 
e virais. 

Ao analisarmos as características da resposta à 
infecção, vemos com mais clareza o mecanismo 
de operação da resposta adquirida específica para 
ampliar e estimular os mecanismos imunes inatos; 
a Figura 12.28 apresenta um resumo das 
interações. 
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Doenças priônicas 
E A paraplexia enzoótica dos ovinos, a BSE e a 


vCJD são encefalopatias espongiformes 
transmissíveis causadas por príons. 
m Há surgimento de formas de proteína priônica do 


hospedeiro (PrP) com dobramento anormal e 
resistentes à protease. 

m Há infecção das células dendríticas foliculares nos 
tecidos linfoides antes da disseminação do agente 
infeccioso para o SNC. 
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Vacinas 


Tópicos principais 


Imunidade passiva 

Princípios da vacinação 

Uso de organismos mortos como vacinas 

Os organismos vivos atenuados têm muitas vantagens como vacinas 
Vacinas de subunidades 

Novas técnicas de desenvolvimento de vacinas 

Vacinas atuais 

Vacinas em desenvolvimento 


É particularmente difícil desenvolver vacinas contra parasitoses: 
malária 


Vacinas para proteção contra o bioterrorismo 
Imunização contra o câncer 

Outras aplicações das vacinas 

Adjuvantes 


Para lembrar 


Já analisamos os mecanismos de resistência as investidas dos micróbios, 
que incluem imunidade humoral, celular e inata. Um dos grandes triunfos da 
medicina foi a capacidade de controlar esses mecanismos por meio da 
vacinação para proteger as pessoas contra um grande número de doenças 
infecciosas. 


Introdução 


O controle da infecção é abordado por vários ângulos. Avanços na saúde 
pública — abastecimento de água, sistemas de esgoto, educação em higiene 
pessoal — impedem a disseminação da cólera e de muitas outras doenças. 
Os antibióticos tiveram grande impacto nas doenças bacterianas. Outra 
estratégia é colaborar com a resposta imune. Para isso podem-se administrar 
componentes individuais da resposta imune, como defensinas ou anticorpos, 
usar agentes imunopotencializadores como as citocinas ou, o que é mais 
comum, expor o sistema imune a um antígeno para estimular a resposta 
imune adquirida e produzir memória — procedimento denominado vacinação 
(veja o Marco histórico 13.1). O objetivo tradicional das vacinas é gerar 
respostas contra agentes infecciosos, porém cada vez mais tem-se explorado 
seu uso em áreas como as neoplasias malignas. 
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Q Marco histórico 13.1 Vacinação 


A ideia de que os sobreviventes de doenças infecciosas 
graves raramente contraem de novo a mesma infecção está 
incorporada à tradição popular há séculos. Ao descrever a 
terrível peste que assolou Atenas, Tucídides observou que, 
em geral, as pessoas que cuidavam dos doentes eram 
aquelas que já haviam sido infectadas e se recuperado da 
doença. Tentativas deliberadas de evitar as infecções 
induzindo um tipo leve da doença em indivíduos saudáveis 
eram comuns na China na Idade Média. Eles 
desenvolveram a prática de inalar um pó feito com as 
crostas das feridas da varíola como proteção contra a 
infecção no futuro. Os indianos inoculavam o material da 
crosta em pequenas feridas cutâneas, e essa prática de 
variolação (do latim varus, doença pustular facial) foi 
introduzida na Turquia, onde os habitantes estavam 
determinados a evitar a devastação das epidemias de 
varíola que interferiam na lucrativa venda de suas belíssimas 
filhas para os haréns dos ricos. 

O escritor Voltaire, em 1773, conta-nos que o crédito 
pela disseminação da prática da variolação na Europa 
ocidental deve ser atribuído a Lady Wortley Montague, 
mulher muito arrojada e esposa do embaixador inglês em 
Constantinopla no reinado de George |. Com pouco 
escrúpulo, ela inoculou varíola na própria filha a despeito 
dos protestos do capelão, que acreditava que essa medida 
só poderia ter sucesso com infiéis, nunca com cristãos. No 
entanto, tudo correu bem e o procedimento foi adotado na 
Inglaterra apesar da natureza perigosa, com mortalidade de 
0,5% a 2%. Esses riscos terríveis eram aceitos porque, 
naquela época, como registrou Voltaire “...60 pessoas em 
cada 100 contraem varíola. Desses 60, 20 morrem na 
melhor fase da vida, e outros tantos exibem as 
desagradáveis cicatrizes no rosto durante toda a vida”. 

Edward Jenner (1749-1823) (Figura M13.1.1), médico da 
zona rural em Gloucestershire, sugeriu o diagnóstico de 
varíola a uma paciente, mas ela garantiu a ele que isso era 
impossível uma vez que ela já contraíra vacínia durante o 
trabalho de ordenha (de novo a tradição popular!). Isso 
levou Jenner a uma série de experiências nas quais 
demonstrou que a inoculação prévia do ser humano com 
vacínia, que não era virulenta (i. e., não era patogénica), 
protegia contra a infecção subsequente por varíola (veja a 
p. 362). A princípio, suas ideias encontraram violenta 
oposição, mas acabaram por ser aceitas e ele se tornou 
mundialmente famoso; sociedades científicas de todos os 


Imunidade passiva 


Administração passiva de anticorpos 


A proteção temporária contra infecções e a eliminação de 
toxinas podem ser obtidas por administração de anticorpos 
isolados do plasma de um indivíduo com alto título de anti- 
corpos contra o patógeno ou de um animal hiperimunizado 
(Tabela 13.1 e Figura 13.1). Antes da introdução dos antibió- 


lugares o elegeram como membro, embora seja intrigante 
notar que o College of Physicians em Londres tenha exigido 
a aprovação em uma prova na área de estudos clássicos e 
que a Royal Society tenha-o agraciado com um fellowship 
pelo livro sobre o comportamento de nidificação do cuco. 
Por fim, ele inoculou a vacínia em milhares de pessoas no 
galpão existente no jardim de sua casa em Berkeley, 
Goucerstershire, que agora é um museu e local de 
pequenos simpósios (vale a pena visitá-lo se algum dia 
você tiver oportunidade). 

O próximo desenvolvimento seminal em vacinas veio 
pela pesquisa de Louis Pasteur, que desenvolvera a teoria 
dos germes como causadores das doenças. Uma cultura de 
bacilo da cólera aviária, esquecida sobre uma bancada 
durante os meses quentes de verão, perdeu grande parte 
da capacidade de causar doença; no entanto, aves 
inoculadas com essa cultura antiga tornaram-se resistentes 
a culturas virulentas frescas do bacilo. Essa atenuação de 
organismos virulentos foi reproduzida por Pasteur com o 
antraz e a raiva, usando condições anormais de cultura e 
passagem. Reconhecendo a relevância da pesquisa de 
Jenner para suas próprias experiências, Pasteur deu a seu 
tratamento o nome de vacinação, termo que perdura até 
hoje. 


Figura M13.1.1 Edward Jenner entre pacientes no 
Smallpox and Inoculation Hospital em St Pancras, Londres. 
Gravado de J. Gillray, 1802. (Gentimente cedido pela the 
Wellcome Centre Medical Photographic Library, Londres.) 


ticos, o soro equino contendo toxinas antitetânicas ou antidif- 
téricas era empregado em larga escala como profilaxia, mas hoje 
é menos usado em razão das complicações da doença do soro 
(uma reação de hipersensibilidade tipo III) e da hipersensibili- 
dade imediata (tipo I) em resposta à proteína estranha. Além 
disso, à medida que os anticorpos são usados por associação ao 
antígeno ou são catabolizados do modo normal, há perda dessa 
proteção. Na atualidade, o uso da imunização passiva é restrito 
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Ig do Figura 13.1 Imunização passiva produzida por: 
colostro passagem transplacentária de IgG da mãe para o 
feto, aquisição pelo lactente de IgA do colostro e 
IgA do E E g 
leite do leite materno, e injeção de anticorpos 
policlonais, anticorpos monoclonais recombinantes 
ou fragmentos de anticorpos (Ac) (Fab ou scFv). 
Ac policlonais 
heterólogos 
ou soro 
IgG | Injetado humano ou IgG 
re 
placentária Ac monoclonais 
recombinantes 
Fragmentos 
de Ac 
Ser humano 


principalmente aos antivenenos, quando é necessário um efeito 
terapêutico imediato para um acontecimento geralmente raro, 
como uma picada de cobra, e à profilaxia de algumas infecções 
virais, incluindo citomegalovírus (CMV) e raiva. Entretanto, 
com o surgimento de cepas de bactérias resistentes a antibióti- 
cos e a preocupação com a possibilidade de bioterrorismo, 
houve uma renovação do interesse na imunização passiva 
contra agentes infecciosos. É cada vez mais provável que pre- 
parações de anticorpos policlonais sejam substituídas por anti- 
corpos monoclonais humanos ou associações desses anticorpos. 
Por exemplo, um anticorpo monoclonal de camundongo 
humanizado (Synagis”, MedImmune) é usado para evitar 
doenças causadas pelo vírus sincicial respiratório (RSV, do 
inglês, respiratory syncytial virus) em bebês e lactentes pequenos. 
Um coquetel de dois anticorpos monoclonais humanos contra 
o vírus da raiva está sendo desenvolvido para uso como profi- 
laxia pós-exposição em caso de mordedura ou arranhão por 
animal com raiva, como cachorro ou morcego. Nesse caso, há 
uma janela de oportunidade para intervenção, pois o vírus da 
raiva precisa ter acesso ao SNC para causar doença e os anti- 
corpos circulantes podem impedir que isso aconteça. Os anti- 
corpos passivos usados no tratamento da raiva são estimulados 
por vacinação. 


Aquisição de anticorpos maternos 


Nos primeiros meses de vida, enquanto o sistema linfoide do 
bebê está lentamente iniciando seus trabalhos, a proteção do 
feto é garantida por anticorpos IgG maternos adquiridos por 
transferência placentária, e a proteção do neonato, por absorção 
intestinal de imunoglobulinas do colostro (Figura 13.1). A 
principal imunoglobulina no leite é a IgA secretora (SIgA), que 
não é absorvida pelo bebê, mas permanece no intestino e 
protege as superfícies mucosas. Nesse aspecto é surpreendente 
que os anticorpos SIgA sejam dirigidos contra antígenos bac- 
terianos e virais geralmente presentes no intestino, e presume-se 
que as células produtoras de IgA, respondendo aos antígenos 
intestinais, migrem e colonizem o tecido mamário (como parte 
do sistema imune da mucosa; veja a p. 334), e os anticorpos aí 


produzidos aparecem no leite. Há forte defesa da vacinação via 
mucosa de futuras mães contra determinadas infecções. Cabe 
destacar também o argumento de que uma das funções mais 
importantes dos anticorpos é o papel por aquisição materna, A 
hipótese é de que os anticorpos maternos atenuam muitas 
infecções e, assim, permitem o amadurecimento da imunidade 
celular em condições controladas. 


Imunoglobulina intravenosa (IglV) 


A imunoglobulina intravenosa (IgIV) é uma preparação de IgG 
obtida por fracionamento em larga escala do plasma de milha- 
res de doadores de sangue saudáveis. As preparações são admi- 
nistradas a indivíduos com imunodeficiências associadas à 
diminuição ou ausência de anticorpos circulantes. A IgIV 
também é útil no tratamento de vários distúrbios associados a 
infecções, como síndrome do choque tóxico estreptocócico. É 
eficaz ainda no tratamento de várias doenças autoimunes e 
inflamatórias, como púrpura trombocitopênica idiopática, 
polineuropatia deslieminizante inflamatória crônica e síndrome 
de Guillain-Barré. O mecanismo de ação nesses pacientes não 
imunodeficientes ainda é desconhecido, embora dados recentes 
sugiram que provavelmente a IgIV modula a atividade imune 
por meio de ácidos siálicos na molécula de Ig. 


Transferência adotiva de células T citotóxicas 


Essa é uma operação trabalhosa e restrita às células autólogas 
ou aos casos em que o doador tem em comum um alelo do 
MHC classe I. A transferência adotiva de linfócitos T citotó- 
xicos autólogos é eficaz na estimulação de respostas imunes 
EBV-específicas e na redução da carga viral em pacientes com 
doença linfoproliferativa pós-transplante. 


Princípios da vacinação 


Imunidade coletiva 


No caso do tétano, a imunização ativa é benéfica para o indi- 
víduo, mas não para a comunidade, pois não elimina os micror- 
ganismos, que são encontrados nas fezes de animais domésticos 
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Tabela 13.1 Exemplos de terapia passiva contra infecção e toxinas. 


Distúrbio Origem do anticorpo 
Tétano Policlonal humano 
Botulismo Policlonal de cavalo 


Picada de cobra (várias) Policlonal de cavalo 


Picada de aranha (várias) 
coelho 


Picada de carrapato causador de Policlonal de cachorro 


paralisia 


Ferroada de peixe-pedra Policlonal de cavalo 


Acidente com água-viva Policlonal de carneiro 


Infecção pelo vírus da hepatite B | Policlonal humano 


Raiva 
Infecção pelo vírus varicela-zóster  Policlonal humano 
Infecção por citomegalovírus Policlonal humano 


Infecção pelo vírus sincicial 
respiratório 


Anticorpo monoclonal 
IgG1 humanizado de 
camundongo 


e persistem no solo como esporos muito resistentes. Quando 
uma doença depende da transmissão humana, a imunidade de 
apenas uma parcela da população ajuda toda a comunidade se 
acarretar uma queda da taxa de reprodução (i. e., a quantidade 
de casos novos provocados por cada indivíduo infectado) para 
menos de um; nessas circunstâncias, a doença cessa: veja, por 
exemplo, o desaparecimento da difteria nas comunidades em 
que cerca de 75% das crianças foram imunizadas (Figura 13.2). 
Mas esse número precisa ser mantido; não há lugar para com- 
placência. Por outro lado, comunidades contrárias à imuniza- 
ção por motivos religiosos tiveram epidemias focais de sarampo, 
o que levanta um ponto importante para os pais de modo geral. 
Toda pessoa tem de comparar qualquer desvantagem alegada 
associada à vacinação ao aumento do risco de doença em seu 
filho não protegido. 


Mecanismo de ação das vacinas 


As vacinas são eficazes em razão da imunidade adaptativa e 
da memória imune. A memória de anticorpos existe em dois 
compartimentos. Primeiro, na forma de anticorpos preexis- 
tentes no sangue e nos tecidos, prontos para atacar o patógeno 


Policlonal de cavalo, policlonal de 


Policlonal/monoclonal humano 


Uso 


Antitoxina. Tratamento de feridas com risco de 
tétano em pacientes com imunização incompleta 
ou incerta 


Antitoxina. Profilaxia pós-exposição do botulismo 


Antiveneno. Tratamento após picada de cobra 
venenosa 


Antiveneno. Tratamento após picada de aranha 
venenosa 


Antiveneno. Tratamento após picada por 
carrapato causador de paralisia 


Antiveneno. Tratamento após ferroada de 
peixe-pedra 

Antiveneno. Tratamento após acidente com 
água-viva 


Antiviral. Prevenção da infecção em profissionais 
de laboratório e outras pessoas acidentalmente 
inoculadas com o vírus da hepatite B, e em 
lactentes de mães infectadas durante a gravidez 
ou portadoras de alto risco 


Antiviral. Após a mordida de um animal 
possivelmente infectado 


Antiviral. Indivíduos soronegativos sob maior 
risco de varicela grave 


Antiviral. Profilaxia em pacientes 
imunossuprimidos 


Antiviral. Prevenção de doenças respiratórias 
inferiores graves em lactentes e crianças de alto 
risco 


sem estimulação celular — essa provavelmente é a primeira 
linha de defesa mais poderosa contra exposição a muitos 
patógenos. Esses anticorpos podem ser mantidos em níveis 
relativamente altos durante muitos anos, provavelmente pro- 
duzidos por plasmócitos de vida longa na medula óssea, 
embora não haja aceitação universal dessa teoria. De certo 
modo, a parte mais crucial da “memória” de anticorpos 
poderia ser equiparada à longa vida desses plasmócitos. No 
entanto, a segunda forma do componente de memória dos 
anticorpos, as células B de memória, também pode ser crucial 
para a proteção mediada por vacina em alguns casos. Nessa 
situação, o contato com o patógeno estimula a proliferação e 
a diferenciação das células B para produzirem grande quan- 
tidade de anticorpos. Do mesmo modo, o contato de células 
B de memória com patógenos seria importante para aumentar 
a quantidade de plasmócitos e as concentrações séricas de 
anticorpos no próximo encontro com o patógeno. A memória 
de células T também existe em dois compartimentos. As 
células T de memória efetoras são encontradas em tecidos 
periféricos, onde respondem de imediato ao contato de células 
infectadas por patógenos com atividades efetoras. As células 
T de memória centrais são encontradas principalmente em 
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linfonodos, onde respondem ao contato de patógenos com 
expansão e diferenciação em efetores. A memória das células 
T consta de respostas de células T CD8* e CD4*. Sem dúvida, 
as respostas das células T são mais pertinentes nas infecções 
virais, parasitoses e infecções bacterianas intracelulares. 

O melhor correlato da proteção de muitas vacinas atuais é 
o anticorpo e é provável que, nesses casos, o anticorpo seja o 
mecanismo mais importante da resistência à doença induzida 
por vacina. Isso é compatível com a ideia de que as células T 
são a maior contribuição para a imunidade viral durante a 
infecção primária e os anticorpos durante a infecção secundá- 
ria (Figura 13.3). No entanto, é importante notar que os 
mecanismos de proteção vacinal podem variar muito de acordo 
com o patógeno, o indivíduo, a dose de patógenos a que o 
indivíduo é exposto e a via de exposição. 

Além da capacidade de produzir imunidade eficaz, é 
preciso satisfazer várias condições triviais, mas essenciais, para 
que uma vacina seja considerada bem-sucedida (Tabela 13.2). 
É essencial que os antígenos sejam obtidos com facilidade, e 
a preparação deve ser estável, de baixo custo e evidentemente 
segura, tendo em mente que os vacinados são, na maioria das 
vezes, crianças saudáveis. É claro que o primeiro contato com 
o antígeno durante a vacinação não deve ser prejudicial e a 
tática é evitar os efeitos patogênicos da infecção e ao mesmo 
tempo manter imunógenos protetores. 

A Figura 13.4 mostra as técnicas primárias de produção de 


vacinas existentes, que agora serão apresentadas uma a uma. 
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Notificações por 100.000 pessoas 


Figura 13.2 Notificagao de difteria na Inglaterra e no Pais de 
Gales por 100.000 pessoas, mostrando a drastica queda 
após imunização. (Reproduzida de Dick G. (1978) 
Immunisation. Update Books; com gentil permissão do autor e 
dos editores.) 


Uso de organismos mortos como 
vacinas 


A técnica mais simples para destruir a capacidade dos micró- 
bios de causar doença e ainda assim manter sua constituição 
antigênica é evitar a multiplicação por meio de destruição 
apropriada. É dificílimo cultivar vermes parasitos e, em menor 
grau, protozoários em quantidade suficiente para produzir 
vacinas com organismos mortos. Esse problema não ocorre 


Figura 13.3 Esquema de representação das contribuições 
relativas da imunidade humoral e celular durante infecções 
virais primárias ou secundárias. Durante infecção viral 
primária, as respostas antivirais das células T são essenciais 
para diminuir a replicação viral, além de contribuírem para uma 
resposta eficaz dos anticorpos. As respostas de anticorpos 
primárias dependentes das células T são produzidas durante a 
infecção e levam tempo para sofrer mudança de classe de 
imunoglobulina e hipermutação somática para poder ajudar 
células T vírus-específicas a debelar a infecção. Após 
recuperação da infecção primária (ou vacinação), os anticorpos 
vírus-específicos persistentes são a primeira linha de defesa 
contra a infecção secundária. Se houver infecção secundária, os 
anticorpos circulantes e talvez as células B de memória que 
proliferam e se diferenciam em células secretoras de anticorpos 
reduzem a disseminação do vírus e dão tempo para o 
desenvolvimento de uma resposta antiviral das células T. As 
células B de memória são muito eficientes na apresentação de 
antígenos específicos e, portanto, também podem participar da 
apresentação mais rápida e eficiente às células T. A memória de 
células T preexistentes também participa da proteção contra 
infecção secundária. No entanto, ainda que tenha havido 
declínio ou perda da memória de células T, a manutenção em 
longo prazo das respostas de anticorpos antivirais inibe a 
multiplicação viral até que seja produzida uma nova resposta de 
células T vírus-específica a partir do repertório virgem. 
(Adaptada de Amanna I.J. & Slifka M.K. (2009) Antiviral 
Research 84, 119-130.) 


Tabela 13.2 Fatores nece: 


Fator 
Eficacia 


Requisitos 


no local apropriado 
de natureza relevante (Ac, Tc, Th1, Th2) 
de duração adequada 
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Figura 13.4 Técnicas classicas de vacina. 


com muitas bactérias e virus e, nesses casos, os microrganis- 
mos inativados produziram uma série de antigenos seguros 
para imunização. Os exemplos são as vacinas para influenza, 
cólera e poliomielite inativada (Salk) (Figura 13.5). É preciso 
ter cuidado para que não haja destruição de importantes 
antígenos protetores no processo de inativação. 


Os organismos vivos atenuados têm 
muitas vantagens como vacinas 


O objetivo da atenuação é produzir um organismo modifi- 
cado que simula o comportamento natural do micróbio ori- 


Estável em condições climáticas extremas, de preferência que não exija refrigeração 
O que é barato no Ocidente pode ser caro nos países em desenvolvimento, mas há apoio da Bill and 


8.000 - 
8 
B 7.0004 
e 
E 6.000 
2 Vacina 
g 5.000 ~ inativada 
Salk) 
o 4.000 é E 
o 
o e 
S S000 | di À Vacina 
5 2.000 atenuada 
e vo o E 
(Sabin) 
1.000 4 | x 
0 L- = 
1945 ‘50 '55 ‘60 ‘65 ‘70 


Ano 


Figura 13.5 Notificações de poliomielite paralítica na 
Inglaterra e no País de Gales mostrando os efeitos 
benéficos da imunização comunitária por vacinas com vírus 
mortos e vivos. (Reproduzida de Dick G. (1978) Immunisation. 
Update Books; com gentil permissão do autor e dos editores.) 


ginal sem causar doença significativa. Em muitos casos, a 
imunidade conferida por vacinas com organismos mortos, 
mesmo quando administradas com adjuvante (veja adiante), 
é inferior à produzida por infecção por organismos vivos. Isso 
ocorre, em parte, porque a multiplicação dos micróbios vivos 
confronta o hospedeiro com uma dose maior e mais cons- 
tante de antígeno e porque, no caso dos vírus com brota- 
mento, as células infectadas são necessárias para o surgimento 
de boa memória de células T citotóxicas. Outra vantagem 
importante do uso de organismos vivos é que a resposta 
imune ocorre principalmente no local da infecção natural. 
Isso é bem ilustrado pela resposta da IgA nasofaríngea à vacina 
contra poliomielite. Em contraste com a ineficácia da injeção 
parenteral da vacina com organismos mortos, a administração 
intranasal provocou boa resposta local de anticorpo; no 
entanto, embora tenha havido declínio dessa resposta ao 
longo de 2 meses aproximadamente, a imunização oral com 
vírus vivo atenuado provocou elevação persistente do nível de 
anticorpos IgA (Figura 13.6). 

Na verdade, há uma forte onda de interesse em estratégias 
de imunização via mucosa. Lembre que o sistema imune das 


362 Fundamentos de Imunologia 


o 
2 128 
Ss Vacina oral com vírus 
2 vivos atenuados 
g 32 
g j x ——— 
$ ae 
= 8 T 
8 1 a J 
a i \ |Vacina intranasal 
8 ab! com vírus mortos 
E T = Ue 
a 1 * Vacina intramuscular 
8 ` com vírus mortos 
o eee 
E <2 
E 
E 
0 1 2 3 4 12 24 


Meses após vacinação contra polimioelite 


Figura 13.6 Resposta de IgA local à vacina contra 
poliomielite. A síntese de anticorpos secretores locais é 
limitada a áreas anatômicas específicas que foram diretamente 
estimuladas por contato com o antígeno. (Dados de Ogra PL. 
et al. (1975). In Notkins A.L. (ed.) Viral Immunology and 
Immunopathology. Academic Press, Nova York, p. 67.) 


mucosas inclui as mucosas dos tratos respiratório, digestivo e 
urogenital, além da conjuntiva, do ouvido e dos ductos de 
todas as glândulas exócrinas cuja proteção inclui anticorpos 
SIgA. As células T residentes nesses tecidos produzem grande 
quantidade de fator transformador do crescimento-B (TGFB) 
e das interleucinas IL-10 e IL-4, que promovem a mudança 
para secreção de IgA pelas células B, e note também que as 
próprias células epiteliais intestinais são importantes fontes de 


TGER e IL-10. 


Métodos clássicos de atenuação 


O objetivo da atenuação, de produzir um organismo que 
cause apenas um tipo muito leve da doença natural, pode ser 
igualmente alcançado se for possível identificar cepas heteró- 
logas virulentas em outra espécie, mas avirulenta em seres 
humanos. O melhor exemplo disso foi a demonstração 
seminal de que a vacínia protegia contra a varíola. Em seguida, 
um esforço global realmente significativo da Organização 
Mundial de Saúde (OMS), associando vacinação extensa e 
métodos de controle epidemiológicos seletivos, erradicou 
por completo a varíola como doença humana — uma 
maravilhosa conquista. Assim, embora se estime que 
300 milhões de pessoas tenham morrido de varíola no século 
XX, desde 1978 ninguém morreu por causa do vírus. 
Incentivada por esse sucesso, a OMS iniciou um programa 
para erradicar a poliomielite usando a vacina atenuada para 
bloquear a transmissão do vírus e, apesar de contratempos 
como uma interrupção temporária da vacinação no norte da 
Nigéria após boatos infundados acerca da segurança da vacina, 
espera-se que esse objetivo seja alcançado no futuro não tão 
distante. O progresso dessa campanha pode ser acompanhado 
em http://www. polioeradication.org. 


A atenuação foi obtida originalmente pela modificação 
empírica das condições de crescimento de um organismo. 
Primeiramente Pasteur produziu formas vivas mas não viru- 
lentas do bacilo da cólera aviária e de antraz (veja o Marco 
histórico 13.1) por artifícios como cultura em temperaturas 
mais elevadas e em condições anaeróbicas, e conseguiu pro- 
duzir imunidade por infecção com os organismos atenuados. 
Uma cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis foi ate- 
nuada por acaso em 1908 quando Calmette e Guérin, no 
Instituto Pasteur, em Lille, na França, acrescentaram bile ao 
meio de cultura na tentativa de obter crescimento disperso. 
Depois de 13 anos de cultura em meio contendo bile, a cepa 
continuou atenuada e foi usada com sucesso para vacinar 
crianças contra tuberculose. O mesmo organismo, bCG 
(bacilo de Calmette-Guérin), hoje é usado em larga escala em 
muitos países para a imunização de lactentes e de crianças e 
adolescentes tuberculina-negativos. No entanto, sua eficácia 
varia muito, desde, por exemplo, a proteção de 80% dos 
indivíduos vacinados no Reino Unido até a ineficácia total no 
sul da Índia. Essa variação não é bem compreendida, mas 
acredita-se que seja causada por vários fatores, entre eles as 
diferenças locais na composição antigénica da vacina e nas 
cepas de micobactérias ambientais, além de diferenças nos 
alelos do MHC e outros fatores genéticos nas várias popula- 
ções humanas. A atenuação por adaptação ao frio foi aplicada 
à influenza e a outros vírus respiratórios; o organismo pode 
crescer em temperaturas mais baixas (32º a 34ºC) das vias 
respiratórias superiores, mas não causa doença clínica em 
razão da incapacidade de se multiplicar nas vias respiratórias 
inferiores (37ºC). Uma vacina intranasal contendo cepas de 
vírus de influenza atenuadas adaptadas ao frio foi licenciada 
para uso nos EUA, em 2003. 


Atenuação por tecnologia de DNA recombinante 


É preciso dizer que muitos dos métodos clássicos de atenua- 
ção são algo empíricos e que é difícil controlar ou prever o 
resultado. Com o conhecimento da constituição genética 
desses microrganismos, podemos aplicar o delicado bisturi do 
biólogo molecular para ter como meta as alterações necessá- 
rias para atenuação eficaz. Assim, a recombinação genética 
está sendo usada para desenvolver várias cepas atenuadas de 
vírus, como influenza, que tenham não só menor virulência 
para seres humanos, mas também maior taxa de multiplicação 
em ovos (possibilitando que linhagens de influenza endêmicas 
recentes sejam adaptadas para a rápida produção de vacinas). 
Naturalmente, cepas de HIV-1, com deleções viciosas dos 
genes reguladores, estão sendo estudadas como vacinas pro- 
tetoras. Sem dúvida, o potencial é enorme. 

É provável que o tropismo de organismos atenuados para 
o local de infecção natural seja drasticamente explorado no 
futuro próximo para estabelecer imunidade intestinal contra 
febre tifoide e cólera usando formas atenuadas de Salmonella 
typhi e Vibrio cholerae nas quais os genes de virulência foram 
identificados e modificados por engenharia genética. 


Vetores microbianos como vacinas 


Um truque engenhoso é usar um virus não patogênico como 
cavalo de Troia para genes que codificam proteínas de um 
patógeno. A incorporação desses genes “estranhos” a vetores 
virais recombinantes atenuados, como os vírus fowlpox e 
canarypox e a cepa Ankara do vírus da vacínia (MVA) que 
infectam hospedeiros mamíferos mas são incapazes de se mul- 
tiplicar com eficácia, proporciona uma estratégia de vacinação 
poderosa com muitos benefícios. Os genes podem ser deriva- 
dos de organismos de difícil cultura ou de natureza perigosa, 
e os produtos criados têm multiplicação deficiente, não se 
integram, são estáveis e relativamente fáceis de preparar. As 
proteínas codificadas por esses genes são expressas apropria- 
damente in vivo no que diz respeito a glicosilação e secreção. 
Elas são processadas para apresentação ao MHC pelas células 
infectadas e, portanto, conferem ao hospedeiro imunidade 
humoral e celular. 

Uma grande variedade de genes foi expressa em vetores 
do vírus da vacínia e demonstrou-se que os produtos de genes 
que codificam proteínas do envoltório viral, como a hema- 
glutinina do vírus influenza, a glicoproteína do vírus da esto- 
matite vesicular, gp120 do HIV-1 e a glicoproteína D do 
herpes-vírus simples, poderiam ser processados corretamente. 
O antígeno de superfície da hepatite B (HBsAg) foi secretado 
por células infectadas pelo vírus recombinante da vacínia 
como as características partículas de 22 nm (Figura 13.7). 
A técnica é impressionante e chimpanzés foram protegidos 
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Figura 13.7 Vacina com antigeno de superficie da hepatite B 
(HBsAg) usando como carreador o vírus da vacínia 
atenuado. A proteína do HBsAg é sintetizada pelo sistema da 
célula hospedeira: parte é secretada para formar a partícula de 
22 nm do HBsAg que estimula a produção de anticorpos (Ac), e 
parte segue a via de processamento do antígeno para estimular 
a imunidade celular e a atividade das células T auxiliares. 
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contra os efeitos clínicos do vírus da hepatite B, enquanto 
camundongos inoculados com a hemaglutinina do vírus 
influenza recombinante produziram células T citotóxicas e 
foram protegidos contra a influenza. 

A atenção também se voltou para o bCG como veículo 
para antígenos necessários para provocar imunidade de células 
T mediada por CD4. O organismo é avirulento, tem baixa 
frequência de complicações graves, pode ser administrado a 
qualquer momento após o nascimento, tem fortes proprieda- 
des adjuvantes e proporciona imunidade celular de longa 
duração após uma única injeção. 

A capacidade da Salmonella de produzir respostas 
mucosas por imunização oral foi explorada no planeja- 
mento de vetores que permitam a expressão de qualquer 
antígeno proteico ligado à enterotoxina de E. coli, um pode- 
roso imunoestimulante das mucosas. Existe uma possibili- 
dade atraente de que a via oral (VO) de vacinação seja 
aplicável não apenas para o estabelecimento da imunidade da 
mucosa intestinal, mas também para proporcionar proteção 
sistêmica. Por exemplo, a Salmonella typhimurium não só 
invade a mucosa de revestimento intestinal, mas também 
infecta células do sistema fagocitário mononuclear em todo 
o corpo, assim estimulando a produção de anticorpos humo- 
rais e secretores, bem como a imunidade de células T CD4* 
e CD8*. Em vista da possibilidade de produzir Salmonella 
atenuada para expressar proteínas de Shigella, cólera, esporo- 
zoítas da malária e outros, é perfeitamente viável considerá-las 
como vacinas orais em potencial. A Salmonella também pode 
levar “genes estranhos” em plasmídios de DNA separados e, 
após fagocitose por células apresentadoras de antígeno, esses 
plasmídios podem ser liberados do fagossomo para o citosol 
se tiverem um gene de listeriolisina recombinante ou se a 
bactéria for um mutante cuja parede celular se desintegra 
dentro do fagossomo. Em seguida, o plasmídio segue para o 
núcleo, onde é transcrito para produzir o antígeno desejado. 
Surpreendentemente, esses organismos atenuados são muito 
eficazes quando inalados e podem produzir respostas imunes 
mucosas e sistêmicas indiscutíveis, comparáveis às obtidas por 
via parenteral. 


Limitações no uso de vacinas atenuadas 


As vacinas atenuadas para poliomielite (Sabin), sarampo, 
caxumba, rubéola, varicela-zóster e febre amarela obtiveram 
aceitação geral. No entanto, nas vacinas com vírus vivos há 
possibilidade de incorporação do ácido nucleico ao genoma 
do hospedeiro ou de reversão para uma forma virulenta. A 
reversão é menos provável se as cepas atenuadas tiverem várias 
mutações. Outra desvantagem das cepas atenuadas é a difi- 
culdade e o custo do armazenamento em locais com refrige- 
ração adequada, sobretudo em lugares remotos. Em doenças 
como a hepatite viral, AIDS e câncer, os perigos associados 
às vacinas com organismos vivos são atemorizantes. À maioria 
das vacinas está associada a um risco muito pequeno, mas 
ainda real, de complicações e nunca é demais ressaltar que 


esse risco tem de ser avaliado em relação à probabilidade 
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de contrair a doença com suas próprias complicações. 
Embora o risco seja mínimo, alguns preferem evitar a vacina- 
ção geral e contar com o rápido respaldo da imunização 
passiva, se necessário, nos locais próximos de epidemias iso- 
ladas de doenças infecciosas. 

É importante identificar crianças com imunodeficiência 
antes da injeção de organismos vivos; o BCG pode causar 
doença grave em uma criança com diminuição da reatividade 
de células T e levar à morte. Também não é aconselhável 
administrar vacinas com organismos vivos a pacientes trata- 
dos com esteroides, imunossupressores ou radioterapia ou que 
tenham distúrbios malignos, como linfoma e leucemia; ges- 
tantes também são incluídas nesse grupo em razão da vulne- 


rabilidade do feto. 


Uso veterinário 


É claro que há uma preocupação um pouco menor com 
efeitos colaterais leves no uso veterinário, e obtiveram-se exce- 
lentes resultados com o uso das cepas existentes de vacínia 
para vacinação contra a peste bovina e contra a raiva em 
raposas, por exemplo. Nesse último caso, distribuiu-se no ar 
uma isca com um vírus da vacínia recombinante expressando 
a glicoproteína de superfície da raiva e houve imunização de 
cerca de 80% das raposas naquela área. Não se observaram 
casos subsequentes de raiva, mas as considerações epidemio- 
lógicas indicam que isso aumenta a densidade de raposas e a 
porcentagem a imunizar. Sendo assim, é preciso aumentar a 
eficácia da vacina ou a seleção de animais tem de continuar 
— uma consequência interessante da interferência nos ecos- 
sistemas. Menos complicado é o uso dessa imunização para 
controlar epidemias locais de raiva em espécies raras de mami- 
feros, como o mabeco, ameaçado de extinção pelo vírus em 
algumas reservas de caça. 


Vacinas de subunidades 


Um patógeno inteiro geralmente contém muitos antígenos 
não relacionados com a resposta protetora do hospedeiro, mas 
que podem causar problemas por inibição da resposta aos 
antígenos protetores ou produção de hipersensibilidade, 
como vimos no último capítulo. A vacinação com os antíge- 
nos protetores isolados pode evitar essas complicações, e a 
identificação desses antígenos cria a possibilidade de produ- 
ção sintética quando a cultura do organismo em grande quan- 
tidade é inviável ou quando o custo do isolamento dos 
componentes individuais é muito alto. 


O uso de componentes purificados como 
vacinas bacterianas 


As exotoxinas bacterianas como as que são produzidas pelos 
bacilos da difteria e do tétano foram usadas durante muito 
tempo como imunógenos. Em primeiro lugar, é claro que elas 
precisam ser destoxificadas, o que pode ser feito por trata- 
mento com formaldeído quando isso não destrói os principais 


determinantes antigênicos (Figura 13.8). Portanto, a imuni- 
zação com o toxoide leva à formação de anticorpos proteto- 
res, que neutralizam a toxina por bloqueio estereoquimico do 
local ativo e estimulam a retirada por células fagocitárias. Em 
geral, o toxoide é administrado após adsorção ao hidróxido 
de alumínio, que atua como adjuvante e produz maiores 
títulos de anticorpos. Além do uso como vacinas para gerar 
uma resposta de anticorpos protetores contra o tétano e a 
difteria, os toxoides costumam ser conjugados com outras 
proteínas, peptídios ou polissacarídios para oferecer epítopos 
de células T auxiliares para esses antígenos. Variantes atóxicas 
das próprias toxinas, como a variante CRM197 da toxina 
diftérica, também podem ser usadas para oferecer epítopos de 
células T auxiliares para antígenos como o polissacarídio do 
Haemophilus influenzae tipo b (Hib). 
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Figura 13.8 Transformação da toxina em toxoide inofensivo 
sem perda de muitos determinantes antigênicos. Desse 
modo, anticorpos contra o toxoide reagem bem com a toxina 
original. 


A ênfase atual é passar à clonagem gênica de proteínas 
individuais depois da identificação imunológica e bioquí- 
mica. Em geral, uma subunidade proteica usada em vacina 
deve conter uma quantidade suficiente de epítopos de células 
T para evitar a insensibilidade relacionada com o HLA na 
população imunizada. Para manter um pool de células B de 
memória durante um período razoável, é necessária a persis- 
tência do antígeno nas células dendríticas foliculares em uma 
forma resistente à degradação proteolítica com preservação da 
configuração tridimensional nativa. 


Uma vacina de subunidade viral: vírus da 
hepatite B (HBV) 


Em 1965, Baruch Blumberg descreveu pela primeira vez um 
antígeno associado à hepatite no sangue de aborigines 
autralianos. Depois, verificou-se que esse “antígeno Austrália” 
era uma partícula formada a partir do antígeno de superfície 
do vírus da hepatite B. A princípio, partículas de antígeno 
foram isoladas do plasma de portadores do HBV, inativadas 
e usadas como vacina. Mais tarde, as partículas foram prepa- 
radas em levedura. A vacina da subunidade do HBV foi um 
marco em vacinologia, pois foi a primeira produzida com 
tecnologia de DNA recombinante. Uma faceta muito interes- 
sante dessa vacina é que foi originalmente usada em pequenos 
grupos de risco expostos a produtos do sangue, como médicos 


e enfermeiros. Mais tarde, passou a ser usada em larga escala, 
inclusive nos países em desenvolvimento. Como o HBV está 
associado ao câncer do fígado e há mais de 300 milhões de 
pessoas infectadas em todo o mundo, a vacina contra o HBV 
é a primeira a prevenir o câncer em larga escala. 


Vacinas de carboidratos 


A densa distribuição superficial das estruturas de glicanas 
características em diversos patógenos e em células malignas 
torna os carboidratos alvos atraentes para as vacinas de anti- 
corpos (Figura 13.9). No entanto, a natureza das glicanas 
causa alguns problemas graves em termos da indução de 
anticorpos protetores. Primeiro, as glicanas tendem a ser 
pouco imunogênicas. Elas devem ser acopladas a uma pro- 
teína carreadora para garantir a ajuda das células T CD4*. 
Segundo, os anticorpos antiglicana costumam ter baixa afini- 
dade em relação aos anticorpos antiproteína. Eles dependem 
muito dos efeitos de avidez para alcançar ligação em concen- 
tração fisiológica. Terceiro, as glicanas geralmente são hetero- 
géneas em patógenos ou células-alvo e, portanto, a eficácia de 
qualquer resposta antiglicana específica é diluída. Todavia, os 
glicoconjugados são cada vez mais indicados (Figura 13.10) 
como candidatos a vacina. As vacinas de carboidratos licen- 
ciadas incluem aquelas contra Haemophilus influenzae tipo b 
(Hib), Neisseria meningitidis, Salmonella typhi e Streptococcus 
pneumoniae. 


Vacinas de DNA 


As equipes que trabalhavam com J. Wolff e P. Felgner experi- 
mentaram uma nova estratégia de terapia gênica que implicava 
a ligação do DNA de carga negativa a lipídios catiônicos, que 
se fixariam à superfície de carga negativa das células vivas e, 
então, supostamente entrariam nelas. A surpresa foi que con- 
troles que receberam injeção de DNA sem os lipídios tiveram 
uma captação ainda maior de DNA e maior expressão da pro- 
teína codificada por ele, assim dando origem à novíssima tec- 
nologia de vacina de DNA ou imunização genética. Como 
afirmou Wolff: “Tentamos mais uma vez e deu certo. Na 
quarta ou quinta vez sabíamos que havíamos descoberto algo 
grandioso. Ainda hoje sinto um frio na espinha quando vejo 
que funciona.” Logo se notou que o DNA injetado é uma fonte 
de imunógeno in situ e induz fortes respostas imunes, sobre- 
tudo respostas imunes celulares. Às vezes o DNA usado nesse 
procedimento é denominado DNA nu para indicar a retirada 
das proteínas associadas ao ácido nucleico. 

A unidade de transcrição composta pelo gene cDNA com 
um finalizador poli A é fixada no lugar em um plasmídio de 
DNA com um promotor como o do citomegalovírus e uma 
sequência bacteriana CpG como adjuvante. Em geral, é inje- 
tado no músculo, onde pode propiciar a expressão prolongada 
da proteína. A célula principal é a célula apresentadora de 
antígeno dendrítica que pode ser transfectada diretamente, 
poderia endocitar antígeno solúvel secretado pelas células 
musculares para os espaços intersticiais do músculo e poderia 
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captar células destruídas ou lesadas pela vacina. As sequências 
imunoestimuladoras CpG ocupam o receptor Toll-like 9 
(TLR9) e, portanto, provocam a síntese de IFNa e B, IL-12 
e IL-18, que promovem a formação de células T auxiliares 
(Th)1; isso, por sua vez, produz boa imunidade celular, auxilia 
a síntese de algumas classes de anticorpos pelas células B 
(p. ex., IgG2a no camundongo) e induz boas respostas das 
células T citotóxicas, talvez refletindo a expressão da proteína 
no citosol e seu processamento na via do MHC classe I. 
Vamos analisar um exemplo. É preciso lembrar que frequen- 
tes mutações pontuais (variação antigênica menor, p. 341) no 
gene codificador da hemaglutinina de superfície do vírus 
influenza causam variação antigênica substancial, enquanto as 
proteínas internas principais, que provocam respostas de imu- 
nidade mediada por células T, foram relativamente conserva- 
das. Nessa linha de raciocínio, a nucleoproteína DNA deve 
garantir ampla proteção contra outras cepas de vírus da 
influenza, o que, de fato, acontece (Figura 13.11). Uma asso- 
ciação de DNA codificadores da hemaglutinina (incluídos 
apenas por motivos regulamentares) e genes de nucleoproteí- 
nas conferiu a primatas não humanos e a furões boa proteção 
contra infecção, além de proteger os furões contra uma linha- 
gem de vírus humano epidêmica de antigenicidade diferente 
com maior eficácia que a vacina clinicamente licenciada atual. 
A vacinação também pode ser obtida por meio do reco- 
brimento de diminutas partículas de ouro ou micropartículas 
de poli (lactídio coglicolídio) (PLG) catiônico com plasmí- 
dios e injeção nas células epidérmicas cutâneas com pistola 
acionada a gás hélio de alta pressão “biolística”, técnica que 
usa entre 10 e 100 vezes menos DNA de plasmídio que a 
injeção muscular. 

Até hoje, a vacinação direta com DNA não foi tão bem- 
sucedida em seres humanos ou em primatas não humanos 
quanto em camundongos. Ainda assim, as muitas vantagens 
possíveis da técnica, entre as quais estão a simplicidade e a 
facilidade de controle de qualidade, por exemplo, significam 
que estão sendo feitas muitas tentativas de aperfeiçoamento 
das vacinas de DNA em seres humanos. Uma delas é o pro- 
tocolo de dose de sensibilização inicial mais dose de reforço 
(prime-boost). O nível de expressão persistente mas baixo do 
antígeno proteico pelas vacinas de DNA cria um pool de 
células B de memória com afinidade relativamente alta que 
pode ser revelado com rapidez por reforço com antígeno 
proteico (Figura 13.12). Isso deu origem a uma estratégia de 
dose inicial mais dose de reforço na qual essas células de 
memória são expandidas por reforço com um vetor viral não 
replicante, como o vírus de fowlpox ou a cepa modificada 
Ankara do vírus da vacínia, com um gene codificador do 
antígeno. Camundongos imunizados desse modo com a 
hemaglutinina do vírus influenza produziram níveis elevados 
satisfatórios de anticorpos IgG2a e foram protegidos contra 
o vírus vivo. De modo surpreendente, até 30% das células T 
CD8 circulantes eram específicas para o epitopo imunizante, 
como mostra a ligação ao tetramero do MHC classe I (veja a 
p- 183). Uma estratégia semelhante com Plasmodium berghei 
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Figura 13.9 Um grupo diverso de agentes patogênicos e antígenos glicanas é o alvo de vacinas de carboidratos existentes e 
em desenvolvimento. Bactérias: repetições de polissacarídios capsulares associadas a determinadas espécies (e sorotipos). 
Fungos: motivos de glucuronoxilomanana (GXM) comuns para os sorotipos A-D (Cryptococcus); B-glucana (Candida, Cryptococcus 
e Aspergillus); B-manana (Candida). Parasitos: motivo de glicosilfosfatidilinositol sintético (Plasmodium falciparum); antígeno comum 
contendo tivelose (Trichinella); LacdiNAc (LDN) e LDN fucosilada (LDNF) (Schistosoma); lipofosfoglicana comum (Leishmania). 
Tumores: antígenos glicanas comuns associados aos glicolipídios (globoexaosilceramida [Globo H], fucosil GM1, Lewis Y [Le']) e 
glicoproteínas (Thomsen-Friedenreich [TF], Le”, 2-6-a-N-acetilgalactosamina [Tn], sialil Tn e ácido polissiálico [PSA]) encontrados 
em vários tecidos malignos. Vírus: elevada manose GIcNAc;Mang (HIV). Os resíduos de manose podem ser 6-O-acetilados em 
motivos de GXM. (Reproduzida de Astronomo R.D. & Burton D.R. (2010) Nature Reviews Drug Discovery 9, 308-324). 
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Figura 13.10 Representação esquemática do planejamento de imunógeno glicoconjugado. Apresentação da produção de três 
categorias de imunógenos glicoconjugados a partir de glicanas ativadas (a estrela indica o grupo ativado) naturais ou sintéticas: 
conjugados de proteínas, conjugados de lipídios e conjugados de arcabouço polivalente. As necessidades de exibição polivalente e 
de epítopos de células T auxiliares, cruciais para obter respostas de anticorpos com mudança de classe e longa duração, são 
satisfeitas em todas as categorias. Nos conjugados de proteínas, as glicanas ativadas ligam-se de modo covalente a carreadores 
proteicos imunogênicos — por exemplo, hemocianina do molusco marinho Megathura crenulata (KLH) — que oferecem epitopos de 
células T auxiliares e possibilitam a exibição polivalente. Os conjugados de lipídios, produzidos por ligação covalente de glicanas 
ativadas a peptídios de células T auxiliares fixados a porções lipídicas, tornam possível a polivalência por formulação em membranas 
lipídicas. Além disso, as glicanas ativadas podem ser primeiramente conjugadas em arcabouços polivalentes sintéticos — por 
exemplo, dendron, glicopeptídio antigênico múltiplo (mAG) e molde funcionalizado endereçável regiosseletivamente (RAFT) — que 
então são usados para produzir conjugados de proteínas e lipídios. Por outro lado, conjugados de arcabouços polivalentes podem ser 
produzidos pelo acréscimo apenas de peptídios de células T auxiliares. Em geral, incluem-se adjuvantes (veja adiante) nas 
formulações de vacinas glicoconjugadas finais (p. ex., alume ou QS-21). Note que a tripalmitoil-S-gliceril-cisteinilserina (Pam.Cys) tem 
propriedades adjuvantes. (Reproduzida de Astronomo R.D. & Burton D.R. (2010) Nature Reviews Drug Discovery 9, 308-324.) 
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Figura 13.11 Proteção cruzada contra influenza após vacinação com 
nucleoproteína DNA. Os camundongos foram imunizados três vezes, a 
intervalos de 3 semanas, com 200 mg de nucleoproteina (NP) ou vetor (controle) 
DNA e infectados letalmente por uma cepa heteróloga de influenza 3 semanas 
depois da última imunização. A sobrevivência dos camundongos que receberam 
NP DNA foi bem maior que a dos camundongos que receberam o vetor (p = 
0,0005). (Dados gentilmente cedidos pela Dra. Margaret A. Liu e colegas (1993) 
DNA and Cell Biology 12, 777-783, e reproduzidos com permissão de Mary Ann 


Reforço com proteína 


| 


HI] | 


DO de anti-BhCG 


l 


Sensibilização I 1 
com DNA 2x 
Reforço com DNA 
T T 


Sensibilização com DNA 2x 


Figura 13.12 Indução de células de memória por 
vacina de DNA e reforço da produção de 
anticorpos com o imunógeno proteico, cadeia B 
da gonadotrofina coriônica humana (BhCG). 
Grupos de cinco camundongos (C57BL/6 x 
BALB/c) F1 receberam cada um 50 mg do 
plasmídio de DNA de BhCG nas semanas 0 e 2; 
um grupo recebeu outra injeção do plasmídio, 
enquanto o outro recebeu um reforço de 5 mg do 
antígeno proteico de BhCG com adjuvante RIBI 
(veja a p. 365). As diluições do soro foram 
testadas para anticorpos contra BhCG por ELISA 
indireto. A figura mostra os títulos médios + EP. 
(Dados de Laylor R. et al. (1999) Clinical and 
Experimental Immunology 117, 106.) 
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produziu altos níveis de células T CD8 peptídio-específicas 
secretoras de IFNy, que protegeram contra infecção por espo- 
rozoítas. Um ensaio em andamento de vacina contra o HIV 
usa dose de sensibilização inicial (prime) de DNA, seguida de 
reforço (boost) com adenovirus, em que tanto a dose inicial 
quanto a dose de reforço codificam várias proteínas do HIV. 


Novas técnicas de desenvolvimento 
de vacinas 


Pode-se dizer que as vacinas convencionais, que obtiveram 
enorme sucesso contra vários patógenos, seguem uma estratégia 
de “simples mimetismo” que remonta ao trabalho de Jenner e 
Pasteur. A estratégia essencial é usar patógenos atenuados ou 
mortos, com o uso ocasional de subunidades purificadas ou 
recombinantes. Os alvos principais dessas vacinas são patóge- 
nos com diversidade antigênica muito pequena e que parecem 
depender muito da proteção de anticorpos. A técnica conven- 
cional tem tido sucesso muito menor com diversos outros 
patógenos, em especial aqueles que têm considerável diversi- 
dade antigênica ou nos casos em que a imunidade por células 
T pode ser mais importante para a proteção contra o patógeno 
(Figura 13.13). O HIV é um exemplo. Uma vacina com vírus 
vivos atenuados protege macacos contra infecção pela mesma 
cepa de SIV (vírus da imunodeficiência símio, o equivalente 


do HIV em macacos), mas é muito menos eficaz contra outras 
cepas de SIV. É claro que para ser eficaz a vacina humana contra 
o HIV deve proteger contra a maioria das cepas virais circulan- 
tes no mundo. Vacinas de vírus mortos e de subunidade contra 
HIV/SIV tendem a ser ineficazes em razão das enormes varia- 
bilidade e instabilidade das proteínas de superfície do envoltó- 
rio (veja também o Capítulo 14). Outra doença que causa 
muitos problemas para o desenvolvimento de vacina é a tuber- 
culose; a imunidade contra esse patógeno intracelular tende a 
contar com atividades protetoras de células T em vez de 
anticorpos. 

Nos últimos anos, o desenvolvimento das vacinas passou 
a empregar cada vez mais as modernas técnicas de biologia 
molecular. Para as vacinas bacterianas, a ascensão da genô- 
mica foi crucial. Agora há pelo menos uma sequência com- 
pleta de todos os principais patógenos humanos. Isso facilitou 
o desenvolvimento da “vacinologia reversa”, promovida por 
Rino Rappuoli e colegas. A estratégia essencial identifica o 
repertório completo de antígenos da superfície bacteriana, 
investiga a capacidade dos antígenos de produzir imunidade 
em modelos animais e, depois, elabora uma combinação de 
antígenos a ser usada na vacina. Essa conduta esplêndida é 
ilustrada na Figura 13.14 para o desenvolvimento bem-suce- 
dido de uma vacina contra a Neisseria meningitidis do soro- 
grupo B (MenB), que é a causa mais comum de doença 
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Figura 13.13 Esquema da vacinologia convencional e da vacinologia em desenvolvimento na era pós-genoma. (a) A maioria 
das vacinas licenciadas tem como alvos os patógenos com baixa variabilidade antigênica e os patógenos para os quais a proteção 
depende da imunidade mediada por anticorpos. Em geral, essas vacinas foram desenvolvidas por vacinologia convencional. (b) 
São mostrados vários patógenos contra os quais não há vacina, em razão da alta variabilidade antigênica e/ou da necessidade de 
induzir imunidade dependente de células T para obter proteção. Novas técnicas estão sendo aplicadas ao desenvolvimento de 
vacinas contra esses patógenos na era pós-genoma. As vacinas/doenças mostradas na figura são exemplos selecionados de cada 
categoria e não constituem uma lista completa. TB, Mycobacterium tuberculosis; MMR, caxumba, sarampo e rubéola; MenB, 
meningite B; GBS, Streptococcus do grupo B. (Figura com permissão de Rinuado C.D., Telford J.L., Rappuoli R. & Seib K.L. (2009) 


Journal of Clinical Investigation 9, 2515-2525 e modificada.) 


meningocócica nos países desenvolvidos e desafiou as técnicas 
tradicionais de vacina por décadas. 

Vírus muito variáveis como o HIV e o vírus da hepatite 
C (HCV) também causam graves problemas para o desenvol- 
vimento de vacinas. Uma das condutas adotadas pode ser 
descrita como engenharia reversa ou vacinologia estrutural. 
Assim, anticorpos amplamente neutralizadores capazes de 
agir contra um amplo espectro de isolados globais, como 
exige uma vacina, foram descritos na infecção natural e estão 
sendo estudados em termos da interação com proteínas super- 
ficiais do envoltório. A ideia é que as informações moleculares 
obtidas podem ser usadas para modificar proteínas do envol- 
tório ou criar novos imunógenos que podem ser empregados 
como vacinas para produzir anticorpos amplamente neutrali- 
zantes. Esse mesmo conceito poderia produzir uma vacina 
universal contra influenza com proteção contra todos ou a 
maioria dos subtipos das cepas de influenza e dispensasse a 
vacinação anual. A imunodominância é um dos grandes pro- 
blemas nas vacinas em desenvolvimento contra patógenos 
muito variáveis, ou seja, o patógeno evoluiu de tal modo que 
as respostas imunes mais fortes tendem a ser produzidas 
contra as regiões mais variáveis do patógeno. Há um conjunto 
de estratégias sendo exploradas para testar e concentrar as 
respostas de células B e T nos epítopos mais conservados. 


Vacinas atuais 


As Tabelas 13.3 e 13.4 apresentam as vacinas consagradas em 
uso atual e os calendários de administração. As diferenças 


regionais dos programas de imunização refletem não só a 


percepção de diferentes graus de risco de infecção, mas 
também outras considerações locais. Crianças com menos de 
2 anos apresentam respostas inadequadas ao polissacarídio 
capsular do H. influenzae T-independente, portanto agora faz 
parte da rotina a vacina com o antígeno conjugado ao toxoide 
tetânico ou à variante CRM197 atóxica da toxina diftérica. 
As consideráveis morbidade e mortalidade associadas à hepa- 
tite B, sua epidemiologia complexa e a dificuldade de identi- 
ficar indivíduos de alto risco levaram à vacinação rotineira nos 
EUA a partir do nascimento. No Reino Unido, a vacina BCG 
faz parte da rotina. No entanto, isso não ocorre nos EUA, 
onde o fato de a vacinação tornar os indivíduos positivos para 
o teste cutâneo de Mantoux, impedindo o uso desse teste 
como meio de excluir a tuberculose durante a investigação de 
suspeita de infecção, é considerado uma grande desvantagem. 
Em vista das constantes variações antigênicas menores e da 
ocasional variação antigênica maior ocorridas no vírus da 
influenza, é preciso produzir uma nova vacina para cada 
hemisfério todos os anos. 


Vacinas em desenvolvimento 


Assim como outros agentes farmacêuticos, o desenvolvimento 
de vacinas tem vários estágios. Estudos pré-clínicos bem-suce- 
didos em modelos animais são seguidos de ensaios clínicos da 
fase I em voluntários para avaliação inicial da segurança e da 
resposta imune. Se tudo estiver bem, os ensaios da fase II são 
realizados em um pequeno número de indivíduos para ter 
indicação da eficácia. Se o ensaio da fase II for bem-sucedido, 
e a indústria e as autoridades reguladoras decidirem prosseguir, 
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Figura 13.14 Desenvolvimento da 
vacina MenB. Desenvolvimento 
pré-clínico foi fundamentado em uma 
técnica de vacinologia reversa na qual 
a sequência do genoma da cepa 
virulenta de meningite B (MenB) 

MC58 foi usada para identificar 
estruturas de leitura abertas (ORF) 
previstas para codificar proteínas 
expostas na superfície (i. e., secretadas 
[S] ou localizadas na membrana 
externa [ME]), que então foram 
expressas na E. coli, purificadas e 
usadas para imunizar camundongos. 
Os anticorpos gerados em 
camundongos foram usados para 
confirmar a exposição superficial do 
candidato à vacina por FACS e para 
identificar proteínas que induziram 
atividade bactericida. Esse processo 
de rastreamento resultou na 
identificação de vários novos 
candidatos a vacina, incluindo GNA 
1870 (que é fHBP), GNA 1994 (que é 
NadA), GNA2132, GNA 1030 e 
GNA2091. A formulação da vacina 
abrangente contra MenB tem quatro 
componentes: proteinas de fusao 
fHBPGNA2091 e GNA2132-GNA1030, 
NadA e OMV da cepa da vacina 
MeNZB da Nova Zelândia. O 
desenvolvimento clínico usando essa 
formulação mostrou em ensaios das 
fases | e II que a vacina é bem tolerada 
e imunogênica. A vacina induziu a 
atividade bactericida usando 
complemento humano (hSBA) com 
títulos superiores a 1:4, o que indica a 
geração de anticorpos capazes de 
destruir as bactérias em um nível 
relacionado com a proteção 
antibacteriana, em mais de 90% dos 
lactentes após a quarta dose. A vacina 
entrou em ensaios clínicos da fase III 
em 2008. P, periplasma; MI, membrana 
interna; C, citoplasma. 

(Figura reproduzida com permissão de 
Rinuado C.D., Telford J.L., Rappuoli R. 
& Seib K.L. (2009) Journal of Clinical 
Investigation 9, 2515-2525.) 
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Tabela 13.3 Vacinas licenciadas na atualidade para uso nos EUA e/ou na Europa. 


Vacina 


Componente antigénico 


Infecções bacterianas (+ virais em algumas combinações) 


Antraz 


BCG 


Cólera 


Difteria, tétano, 
coqueluche, 
poliomielite, hepatite 
B 


Difteria, tétano, 
coqueluche, 
poliomielite, 
Haemophilus 
influenzae tipo b 


Meningococos do 
grupo C 


Pneumococo 


Febre tifoide 


Infecções virais 
Hepatite A 


Hepatite B 


Influenza (inativado) 


Influenza (vivo 
atenuado) 


Vírus da encefalite 
japonesa 


Sarampo, caxumba 
e rubéola (MMR) 


Papilomavírus 


Alume adsorvido a antígeno protetor (PA) 
do Bacillus anthracis 


Bacilo de Calmette-Guérin, cepa viva 
atenuada de Mycobacterium bovis 


Vibrio cholerae inativado junto com a 
subunidade B recombinante da toxina da 
cólera 


Alume adsorvido ao toxoide diftérico, 
toxoide tetânico, coqueluche acelular, 
vírus da poliemielite inativada e antígeno 
de superfície do vírus da hepatite B 
recombinante 


Outra vacina de combinação 
pentavalente, incluindo polissacarídios 
capsulares do Haemophilus influenzae 
tipo b conjugados ao toxoide tetânico ou 
à variante CRM197 atóxica da toxina 
diftérica 

Quatro sorotipos de polissacarídio 


meningocócico conjugados ao toxoide 
diftérico 


Polissacarídio de cada um dos 23 ou de 
cada um dos sete tipos capsulares de 
pneumococo, conjugado com toxoide 
diftérico e adsorvido a alume 


Antígeno polissacarídico Vi de Salmonella 
typhi 


Vírus da hepatite A inativado adsorvido a 
alume 


Antígeno de superfície do vírus da 
hepatite B (HBsAg) recombinante 
adsorvido a alume 


Cepas do vírus influenza trivalentes 
inativadas recomendadas pela OMS 


Cepas do vírus influenza trivalentes 
atenuadas recomendadas pela OMS 


Vírus da encefalite japonesa inativado 


Vírus do sarampo, caxumba e rubéola 
vivos atenuados 


Partículas semelhantes a vírus 


Uso 


Indivíduos que manuseiam animais infectados ou 
produtos derivados de animais. Equipe de laboratório 
que trabalha com B. anthracis 


Crianças e adolescentes em regiões geográficas nas 
quais a vacina mostrou eficácia, incluindo o Reino 
Unido. Não é usada rotineiramente nos EUA 


Vacina oral para viajantes para áreas endêmicas ou 
epidêmicas 


Imunização rotineira de crianças 


Imunização rotineira de crianças 


Imunização rotineira de crianças no Reino Unido. Como 
quase todos os casos de doença meningocócica na 
infância no Reino Unido são causados pelos grupos B 
e C, a vacina usada para imunização rotineira contém 
apenas o grupo C. Também existe uma vacina contra 
Os grupos meningocócicos A, C, W-135 e Y 


Imunização rotineira de crianças (EUA). Indivíduos em 
risco de infecção pneumocócica, por exemplo, idosos, 
pessoas submetidas a esplenectomia ou com várias 
doenças crônicas (Reino Unido) 


Viajantes para países com más condições sanitárias, 
profissionais de laboratório que manuseiam amostras 
de casos suspeitos 


Indivíduos em risco, p. ex., profissionais de laboratório 
que trabalham com o vírus, pacientes com hemofilia, 
viajantes para áreas de alto risco 


Imunização rotineira de crianças (EUA). Indivíduos em 
alto risco de contrair hepatite B (Reino Unido) 


Imunização rotineira de lactentes (EUA). Indivíduos em 
alto risco de complicações ao contrairem o vírus 
influenza (Reino Unido) 


Indivíduos de 5 a 49 anos com alto risco de 
complicações ao contraírem o vírus influenza 


Indivíduos em risco de contrair o vírus da encefalite 
japonesa 


Imunização rotineira de crianças 
Profilaxia contra infecções pelo papilomavírus humano 


(HPV), incluindo a prevenção de câncer do colo do 
útero 
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Tabela 13.3 (Continuação) 


Vacina Componente antigênico 

Pólio (inativada, Tipos de poliovirus inativados 1,2 e 3 
Salk) 

Raiva Vírus da raiva inativado 

Rotavírus Vírus vivos atenuados 

Encefalite Vírus da encefalite transmitida por 
transmitida por carrapato inativado 

carrapato 

Varicela-zóster Vírus varicela-zóster vivos atenuados 


Febre amarela Vírus da febre amarela vivos atenuados 


Uso 


Imunização rotineira de crianças. Protege contra a 
paralisia associada à pólio, mas não impede a 
disseminação do vírus selvagem da pólio (para o qual 
é usada a vacina oral [Sabin] contendo os vírus vivos 
atenuados tipos 1, 2 e 3) 


Individuos em risco 


Oral para evitar a diarreia e a desidratação associadas 
ao rotavírus em lactentes 


Indivíduos em risco, p. ex., que trabalham, caminham 
ou acampam em áreas infectadas 


Crianças saudáveis soronegativas com mais de 1 ano 
em contato próximo com indivíduos em alto risco de 
varicela grave. Profissionais de saúde soronegativos 
que tiveram contato direto com pacientes. Uma vacina 
com vírus atenuado concentrado é usada para evitar 
herpes-zóster em idosos 


Pessoas que viajam ou vivem em áreas de infecção 
endêmica e profissionais de laboratório que manuseiam 
o virus ou amostras clínicas de casos suspeitos 


Também existem vacinas licenciadas contendo separadamente os componentes individuais das vacinas polivalentes. 


segue-se um estudo muito maior (fase III) para comprovar a 
eficácia e a segurança; depois disso há aprovação regulamenta- 
dora para distribuição. Por fim, os ensaios clínicos da fase IV 
estabelecem a eficácia e a segurança em grande número de 
pessoas. Todo esse processo pode levar até 20 anos e custar mais 
de 500 milhões de dólares. 

Hoje estão sendo desenvolvidas muitas vacinas para 
doenças contra as quais ainda não existem vacinas ou para 
substituir vacinas existentes que deixam a desejar (Tabela 13.5). 
A tuberculose é um bom exemplo dessa última situação. A 
vacina com bacilo de Calmette-Guérin (bCG) foi usada por 
mais de 80 anos, mas só é eficaz na proteção de crianças e 
adolescentes contra TB disseminada e meníngea, e apenas em 
algumas áreas do mundo, e é muito ineficaz contra a TB 
pulmonar, o tipo mais comum da doença em adultos. Na 
verdade, a TB ainda é um problema real nos países em desen- 
volvimento e também houve elevação drástica dos casos nos 
países ocidentais. O aumento alarmante da suscetibilidade à 
TB em indivíduos com HIV/AIDS levou à ocorrência de TB 
em até metade dos indivíduos infectados pelo HIV, e cepas 
multirresistentes estão surgindo em todo o mundo. Tudo isso 
levou à busca urgente de melhores candidatos a vacinas. 


É particularmente difícil desenvolver 
vacinas contra parasitoses: malária 


Um avanço importante no controle da malária foi a consta- 
tação de que a impregnação de criadouros com inseticida 
piretroide reduz em 40% as mortes por Plasmodium falcipa- 


rum. No entanto, com o surgimento de cepas resistentes de 
parasitos causadores da malária e relatos de aumento da resis- 
tência do mosquito aos inseticidas, é essencial desenvolver 
vacinas. O objetivo parece alcançável já que, embora as crian- 
ças sejam muito suscetíveis, os adultos residentes em áreas de 
alta endemicidade adquirem imunidade protetora, mas não 
esterilizante, possivelmente mediada por anticorpos. 

A malária é uma parasitose complexa transmitida por 
mosquitos (Figura 13.15). As vacinas tradicionais tinham 
como alvo um único estágio do ciclo infeccioso. Os estágios 
são o esporozoíta, que é o tipo de infecção inicial após a 
picada do mosquito; o estágio hepático da infecção; o estágio 
sanguíneo, no qual as hemácias são infectadas; e o estágio de 
transmissão, no qual os gametas são captados pelo mosquito 
para completar o ciclo. Um dos problemas enfrentados pelos 
que desenvolvem as vacinas é a considerável variação de 
sequência nas proteínas maláricas. 

Em 2008, relatou-se que um candidato a vacina — 
RTS,S/ASO1E (Glaxo-SmithKline, GSK) — reduziu aproxi- 
madamente pela metade a incidência de casos clínicos de 
malária em ensaio com cerca de 800 crianças de 5 a 17 meses 
de idade no Quênia e na Tanzânia, durante um único período 
sazonal de malária. Houve apenas um episódio de malária 
grave no grupo vacinado, mas oito episódios em sete crianças 
no grupo tratado com placebo. Esse sucesso moderado foi 
recebido como um marco importante no caminho para uma 
vacina eficaz contra a malária, já que as crianças entre O e 
5 anos na África Subsaariana são exatamente o grupo demo- 
gráfico em maior risco de ter doença grave causada pelo 


Tabela 13.4 Centers for Disease Control and Prevention (CDC) — calendário de vacinação recomendado de 0 a 6 anos nos EUA, 


2008. Os intervalos são mostrados quando há flexibilidade do calendário, p. ex., para hepatite B, a primeira dose é administrada ao 
nascimento, a segunda com 1 a 2 meses e a terceira com 6 a 18 meses. (http:/Awww.cdc.gov/vaccines/recs/schedules/default.htm) 


Idade 1 2 4 6 12 15 18 19a 23 2a3 4a 6 
Vacina Nase enantio més | meses | meses | meses meses meses | meses | meses anos anos 
Hepatite B Hep B Hep B Hep B 
Rotavirus Rota Rota Rota 
Difteria, tétano, pertussis DTaP DTaP DTaP DTaP DTaP 
oe influenzae Hib Hib Hib Hib 
Pneumococo PCV PCV PCV PCV ay 
Poliovirus inativado IPV IPV IPV IPV 
Influenza Influenza (anual) 
ai MMR MMR 
Varicela Varicela Varicela 
Hepatite A HepA (2 doses) 
Meningococo | 


Intervalo de 
idade 
recomendado 


Alguns grupos 
de alto risco 


EZE SEULA | €L onydeo 
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Tabela 13.5 Adjuvantes no desenvolvimento de vacinas humanas. Reproduzida de Reed S.G. et al. (2008) 
Trends in Immunology 30, 23-32. 


Adjuvantes no desenvolvimento de vacinas humanas 


Adjuvantes 
Montanides 
Saponinas (QS-21) 
SAF 


Formulação 


Emulsões de água em óleo 
Aquosa 


Emulsão de óleo em água contendo 
esqualeno, Tween™ 80, Pluronic™ 
L121 


Em ensaios pré-clinicos ou clinicos 
Malária (fase |), HIV, câncer (fase I/II) 
Câncer (fase II), herpes (fase 1), HIV (fase |) 
HIV (fase | — Chiron) 


ASO3 Emulsão de óleo em água contendo Pandemia de influenza (GSK) 
a-tocoferol, esqualeno, Tween™ 80 
MTP-PtdEtn Emulsão de óleo em água HSV 
Exotoxinas P aeruginosa P aeruginosa, fibrose cística (AERUGEN — Crucell/Berna) 
Enterotoxina termolábil LT de E. coli ETEC (fase Il — lornai Corp.) 
ISCOMS Fosfolipídios, colesterol, QS-21 Influenza, HSV, HIV, HBV, malária, câncer 
Ligantes de TLR 
MPL°-SE Emulsão de óleo em água Leishmania (fase |/ll — IDRI) 
Lipídio sintético A Emulsão de óleo em água Várias indicações (Avanti/IDRI) 
MPLº-AF Aquosa Alergia (ATL); câncer (Biomira) 
ASO1 Lipossômica HIV (fase |), malária (ASO1, fase Ill, GSK) câncer (fase II/III, 
Biomira/MerckKGaA) 
AS02 Emulsão de óleo em água contendo HPV (Cervarix), HIV, tuberculose, malária (fase Ill), herpes 
MPL’ e QS-21 (GSK) 
AS04 Alume + MPL” aquosa HPV, HAV (GSK) 
AS15 AS01 + CpG Terapia do câncer (GSK) 
RC529 Aquosa HBV, pneumovax 
TLR-9 n/d Câncer (ProMune — Coley/Pfizer) 
(CpG) HCV (ACTILON Coley) 
Série TLR-9 ISS n/d HIV, HBV, HSV, antraz (Vaximmune Coley/GSK/Chiron) 
HBV (HEPLISAV, fase Ill — Dynavax) 
Câncer (fase Il, Dynavax) 
Série TLR-9 IMO n/d Câncer (IMOxine, fase |, Hybridon Inc.) 
(motivos YpG, CpR) n/d Cancer (IMO-2055, fase Il, Idera Pharm.) 
HIV (Remune, fase |, Idera/IMNR) 
Agonista TLR-9 n/d Câncer (fase |, Mologen AG) 
(MIDGE*) 
TLR-7/8 (Imiquimod) n/d Melanoma (3M Pharmaceutical) 
HIV (pré-clinico), leishmaniose 
TLR-7/8 n/d HSV, HCV (fase Il — 3M Pharmaceuticals) 
(Resiquimod) 


Abreviaturas: ETEC, Escherichia coli enterotoxigênica; HBV, virus da hepatite B; HCV, virus da hepatite C; HPV, papilomavírus humano; HSV, herpes-virus simples. 
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Figura 13.15 Vacina que tem 
como alvo o ciclo vital da 
malária. Ilustração de alguns 
dos possíveis estágios do 
ciclo mais estudado para 
servir de alvo às estratégias 
de vacina. 


Imunidade mediada 
por células T para 
destruir o estágio 
hepático 


1 
1 


Trofozoíta ou estágio 
em anel 


Anticorpo para bloquear a infecção 
eritrocitária por merozoitas 


parasito. A vacina estimula a resposta imune à proteína cir- 
cum-esporozoíta (CSP) do Plasmodium falciparum no estágio 
hepático da infecção. A vacina induz anticorpos anti-CSP, 
mas não se observou correlação entre os níveis de anti-CSP e 
a proteção contra a doença. A designação “ASO1E” refere-se 
à formulação antigênica usada na vacina. O próximo estágio 
no desenvolvimento da vacina é um ensaio de fase III com a 
participação de até 16.000 crianças africanas de sete países. 
O ensaio foi iniciado em maio de 2009, os dados serão entre- 
gues às autoridades reguladoras em 2012 e a vacina estará 
disponível para uso em crianças de 5 a 17 meses já em 2013. 

Apesar do sucesso modesto da RT'S,S/ASO1E há um forte 
argumento de que a vacina mais eficaz tende a ter como alvo 
muitos antígenos em diferentes estágios do ciclo vital do para- 
sito. Por exemplo, observou-se que as células T CD8* são 
capazes de garantir proteção estéril contra os parasitos da 
malária no estágio hepático em camundongos. No entanto, o 
número de células T CD8* antigeno-especificas é muito alto, 
o que sugere que pode não ser prudente confiar apenas nesse 
mecanismo. Há dados encorajadores acerca da associação de 
respostas imunes aos estágios hepático e sanguíneo do parasito, 
sobretudo ao se usar vetores virais que podem induzir respostas 
eficazes de anticorpos e células T. Além disso, dados em seres 
humanos e camundongos sugerem que os anticorpos que blo- 
queiam a transmissão podem ser benéficos. 

Uma das oportunidades mais promissoras na pesquisa de 
vacinas contra malária está relacionada com a definição do 
genoma completo da malária, que deve ajudar a identificar 
mais alvos para a vacina, como já descrito no tópico sobre 
“vacinologia reversa”. Vacinas antimaláricas produzidas a 
partir do organismo inteiro, por exemplo, esporozoitas irra- 
diados, são uma opção às vacinas recombinantes analisadas. 


Por fim, cabe destacar que, assim como em várias infec- 
ções virais, é possível que a imunidade mediada por células T 
contribua para a patologia da malária. Observaram-se leucó- 
citos infiltrantes no encéfalo de pacientes que morreram de 
malária cerebral e em alguns casos a resistência à malária foi 
correlacionada com um déficit na função de células T. 


Vacinas para proteção contra 
o bioterrorismo 


A guerra biológica tem uma história longa e sombria. Um 
exemplo antigo é o ocorrido em 1346, quando um grupo de 
tártaros arremessou em catapultas cabeças e corpos infectados 
por peste sobre os muros da pequena cidade de Kaffa, no Mar 
Negro, para tentar retomar a cidade do controle dos genove- 
ses. Em 1763, os britânicos estavam em guerra contra os 
indianos de Delaware e, como suposto gesto de “boa vontade”, 
doaram aos indianos cobertores infectados por varíola, o que 
resultou na morte de muitos nas tribos nativas. Durante todo 
o último século, muitos países no mundo todo tinham pro- 
gramas de armas biológicas. Foram muito atemorizantes para 
os cidadãos norte-americanos os casos de antraz ocorridos no 
fim de 2001 após a exposição a correspondências deliberada- 
mente contaminadas com esporos de antraz e enviadas a 
escritórios de empresas de comunicação na cidade de Nova 
York e em Boca Raton, na Flórida, e a dois senadores em 
Washington, DC. Além do antraz (Bacillus anthracis), varíola 
e peste (Yersinia pestis) já mencionados, muitos outros agentes 
infecciosos podem ser usados no bioterrorismo, entre eles a 
toxina do Clostridium botulinum (botulismo), a Francisella 
tularensis (tularemia) e os vírus Ebola, Marburg, Lassa e da 
febre hemorrágica sul-americana. Portanto, vem se tentando 


376 Fundamentos de Imunologia 


desenvolver vacinas contra essas doenças em que ainda não 
há vacinas eficazes. O Vaccine Research Center do National 
Institutes of Health em Bethesda, Maryland, nos EUA, 
obteve sucesso considerável no desenvolvimento de uma 
vacina que protege macacos contra a infecção letal pelo vírus 
Ebola. A vacina emprega adenovírus que não se multiplica 
como vetor para a introdução de genes do vírus Ebola e 
expressão das proteínas do vírus Ebola nos animais antes da 
exposição ao vírus. Após a erradicação da varíola, a vacinação 
rotineira contra essa doença foi suspensa. A preocupação com 
o uso desse agente como arma biológica motivou apelos para 
a reintrodução da vacinação rotineira contra varíola. Atual- 
mente apenas um pequeno número de pesquisadores de labo- 
ratório, militares e profissionais de saúde estratégicos é 
vacinado, pois a vacinação de toda a população provocaria 
inevitavelmente um pequeno número de mortes relacionadas 
com a vacina, uma situação aceita quando uma doença é 
endêmica, mas não no caso de uma doença atualmente 
“extinta”. Entretanto, a vacina está sendo estocada para o caso 
de necessidade. A vacinação contra varíola também protegeria 
contra o vítus monkeypox relacionado. 


Imunização contra o câncer 


A constatação da estreita relação entre diferentes tipos de 
câncer humano e agentes infecciosos sugere que a vacina 
contra agentes como o papilomavírus humano (câncer do 
colo do útero), virus Epstein-Barr (linfoma de Burkitt e 
outros tipos, carcinoma da nasofaringe), Helicobacter pylori 
(câncer de estômago), virus da hepatite B (câncer de fígado), 
HTLV-1 (leucemia de células T do adulto) e herpes-vírus 
humano 8 (sarcoma de Kaposi) deve levar à diminuição acen- 
tuada da incidência desses tumores. As vacinas contra o 
câncer também foram desenvolvidas contra vários antígenos 
associados ao tumor, incluindo o antígeno carcinoembrioná- 
rio (câncer colorretal), idiótipos de imunoglobulina (linfoma 
de células B), MAGE (melanoma) e assim por diante. Os 
resultados obtidos até hoje foram um pouco abaixo do ideal 
usando antígenos próprios associados ao tumor, mas há espe- 
rança de que estratégias como a ativação direcionada de 
células dendríticas garanta melhores taxas de resposta. 


Outras aplicações das vacinas 


Uma vacina baseada no hormônio gonadotrofina coriônica 
humana, produzido pelo blastocisto pré-implantação e essen- 
cial para o estabelecimento inicial da gravidez, passou por 
ensaios clínicos como contraceptivo imunológico. Também 
estão sendo desenvolvidas vacinas para o tratamento de alergias 
e doenças autoimunes. Em geral, o objetivo é reajustar o equi- 
líbrio Th1/Th2, ativar células T' reguladoras ou reestabelecer a 
tolerância por deleção clonal ou anergia. Uma vacina para o 
tratamento da dependência ao tabaco é constituída de nicotina 
acoplada a uma proteína Qb do bacteriófago, que se reúne em 
um complexo de 180 monômeros de proteínas para dar origem 
a partículas semelhantes a vírus (VLP). A vacina mostrou pos- 


sível eficácia em um ensaio clínico em que houve correlação 
entre os níveis de anticorpos induzidos contra nicotina e a 
continuação da abstinência em alguns indivíduos. Uma vacina 
anticocaína formada por um derivado da cocaína conjugado à 
toxina B recombinante da cólera com uso de alume como 
adjuvante também está em fase de ensaios clínicos. 


Adjuvantes 


Por motivos práticos e econômicos, é recomendável que a 
imunização profilática inclua o número mínimo de injeções 
e a quantidade mínima de antígeno. Já mencionamos as 
inquestionáveis vantagens dos organismos atenuados que se 
multiplicam nesse aspecto, mas organismos mortos, e sobre- 
tudo produtos purificados, costumam necessitar de um adju- 
vante que, por definição, é uma substância incorporada ao 
antígeno, ou injetada simultaneamente com ele, que poten- 
cializa a resposta imune (do latim, adjuvare — ajudar). 

Dois tipos de ação foram descritas para os adjuvantes; 
imunoestimulação e administração do antígeno. A imu- 
noestimulação resulta da ação de moléculas que estimulam 
diretamente as respostas imunes. Os imunoestimulantes 
abrangem agonistas do receptor Toll-like (TLR), citocinas e 
exotoxinas bacterianas. A explosão de conhecimento sobre a 
imunidade inata na última década aumentou muito o poten- 
cial de planejamento racional de imunoestimulantes. A ativa- 
ção das células dendríticas é particularmente importante, pois 
aumenta a captação de antígeno, a migração para linfonodos, 
e a sensibilização das células T CD4* ajuda as respostas das 
células B e T. Os veículos de administração do antígeno 
servem para apresentação ideal dos antígenos ao sistema 
imune, impedindo, ao menos em parte, a dispersão do antí- 
geno e promovendo sua lenta liberação (“efeito de depósito”). 
Esses veículos podem administrar com maior eficiência não 
apenas o antígeno, mas também os imunoestimulantes. Os 
exemplos são sais minerais como o alume, emulsões como o 
adjuvante de Freund, lipossomos e complexos imunoestimu- 
lantes ou ISCOM. Na verdade, muitos adjuvantes combinam 
em graus variados as propriedades de imunoestimulação e 
administração do antígeno. 

Como mencionado, as vacinas convencionais com orga- 
nismos vivos atenuados geralmente não necessitam de adju- 
vantes, embora às vezes as respostas possam ser estimuladas 
pelos adjuvantes, como na vacina contra hepatite A. No 
entanto, a imunogenicidade de proteínas costuma ser relati- 
vamente baixa e é necessário o uso de adjuvantes. Isso ocorre 
principalmente se a proteína for apresentada na forma mono- 
mérica solúvel, como a gp120 do HIV, em comparação com 
a forma particulada repetida multimérica, como o antígeno 
de superfície do HBV. Os adjuvantes mais usados em seres 
humanos têm como base géis de sais de alumínio e são deno- 
minados coletivamente como adjuvantes “alume”. Os antí- 
genos são adsorvidos nas partículas de alumínio e a formulação 
adjuvante apropriada é selecionada de acordo com a imuno- 
genicidade. A atividade do alume é atribuída aos efeitos de 


depósito e de imunoestimulação dependentes da formação de 
partículas e da indução de inflamação. O alume é usado em 
várias vacinas licenciadas, entre elas hepatite A, papilomavírus 
humano (HPV), difteria-coqueluche-tétano (DPT), Haemo- 
philus influenzae b e pólio inativada. 

As emulsões foram muito usadas na pesquisa de vacinas 
e estão começando a ser usadas em seres humanos. O adju- 
vante clássico é o de Freund, que é uma emulsão de água em 
óleo. A formulação completa consta de emulsão de água em 
óleo-parafina mais micobactérias inativadas; a formulação 
incompleta não tem as micobactérias. A persistência defini- 
tiva do óleo nos tecidos e a produção ocasional de abscessos 
estéreis significam que esse adjuvante (forma incompleta, a 
forma completa é ainda menos adequada) não é usado em 
vacinas humanas. Os montanides são semelhantes ao adju- 
vante de Freund incompleto, mas são biodegradáveis e foram 
usados em ensaios de vacinas contra HIV, malária e câncer. 
Ribi, formulação de uso comum em trabalhos experimentais, 
é uma emulsão de água em óleo que incorpora monofosforil 
lipídio A (MPL) e dimicolato de trealose (TDM) micobacte- 
riano. O MLA é derivado de um dos mais potentes estimu- 
ladores das células apresentadoras de antígeno, o lipídio A do 
lipopolissacarídio (LPS) de bactérias Gram-negativas. No 
entanto, o lipídio A tem muitos efeitos colaterais, embora seu 
derivado, MLA, seja muito menos tóxico. O MF59 (Chiron 
— agora Novartis) é uma emulsão de óleo em água que foi 
usada com segurança em milhões de doses de uma vacina 
contra influenza na Europa. Garante a estimulação eficaz de 
respostas de anticorpos e células T CD4*, mas não de células 
T CD8* em seres humanos e primatas não humanos. AS02 
(GlaxoSmithKline) é uma emulsão de óleo em água à qual 
foram acrescentados dois imunoestimulantes, 3D-MPL e 
QS21. 3D-MPL é um derivado do MPL e QS21 é uma 


Imunidade passiva 

E É possível obter proteção temporária contra 
infecção ou eliminação de toxinas com a 
administração passiva de preparações de 
anticorpos. É clássico o uso de antissoros de 
animais hiperimunizados e de seres humanos 
imunes na proteção passiva, mas estão se 
tornando cada vez mais comuns os anticorpos 
monoclonais humanos. 

E Os anticorpos maternos garantem proteção 
essencial ao recém-nascido durante o 
amadurecimento de seu sistema imune. 


Princípios de vacinação 

m As vacinas são eficazes em razão da memória 
imune humoral e celular. É provável que anticorpos 
induzidos por vacinação sejam cruciais na 
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saponina, originalmente obtida da casca de árvores, que esti- 
mula tanto a imunidade mediada por anticorpos quanto a 
imunidade celular. Portanto, AS02 é considerado um forte 
adjuvante em potencial para vacinas nas quais a imunidade 
mediada por anticorpos e células T pode ser importante, 
como a vacina contra o HIV ou na qual a imunidade mediada 
por células T tende a ser fundamental, como na TB. 

Os antígenos particulados produzem respostas imunes 
muito melhores que as proteínas solúveis. Os ISCOMS ou 
complexos imunoestimulantes tiram proveito do aprisiona- 
mento de antígenos em estruturas semelhantes a gaiolas com 
saponinas. ISCOMATRIX (CSL) aprimora esse conceito 
básico. Oligonucleotidios sintéticos (desoxirribonucleotídios) 
contendo motivos CpG não metilados (CpG ODN) são imu- 
noestimulantes potentes que atuam por interação com TLR9. 
As diferentes famílias de CpG ODN podem estimular prefe- 
rencialmente diferentes células — células B, células NK, células 
dendríticas, células T CD8* — implicadas nas respostas imunes. 
Os lipossomos, virossomos e partículas semelhantes a vírus são 
capazes de apresentar antígenos de forma multimérica e podem 
estimular respostas imunes acentuadas. 

Vários patógenos entram no corpo através das superfícies 
mucosas, e a indução de respostas imunes nessas superfícies 
pode ser crucial para garantir a melhor proteção contra 
doenças. Muitos dos adjuvantes descritos podem ser usados 
como adjuvantes da mucosa. No entanto, também há várias 
moléculas muito eficazes como adjuvantes da mucosa, sobre- 
tudo a toxina da cólera (CT) e a enterotoxina termolábil de 
E. coli (LT). Formas modificadas das toxinas e suas subuni- 
dades podem estimular intensamente as respostas das mucosas 
por mecanismos que não são bem compreendidos. 

A Tabela 13.5 resume alguns adjuvantes em desenvolvi- 
mento para uso em vacinas humanas. 


proteção contra a maioria das bactérias e muitos 
vírus e parasitos. 

E A imunidade coletiva é importante na redução da 
incidência de doenças transmissíveis entre seres 
humanos. 


Uso de organismos mortos como vacinas 
m Bactérias e vírus mortos foram usados em larga 
escala como vacinas eficazes. 


Organismos vivos atenuados 

E As vantagens são a maior dose de antígeno 
geralmente fornecida por um organismo em 
multiplicação, a tendência a produzir melhor 
imunidade celular e a geração de resposta imune 
no local da infecção natural. 
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E Vetores não patogênicos como adenovírus, 
fowlpox atenuado e a cepa modificada Ankara do 
vírus da vacínia podem ser usados como cavalos 
de Troia para genes de organismos patogênicos 
de difícil atenuação. 

m O BCG é um bom veículo para antígenos que 
exigem imunidade de células T CD4, e os produtos 
de Salmonella podem conferir imunidade oral e 
sistêmica. A imunização intranasal está ganhando 
popularidade. 

E O risco dos organismos vivos atenuados é a 
reversão para a forma virulenta e o perigo para 
indivíduos imunocomprometidos. 


Vacinas de subunidades 

E Organismos inteiros têm vários antígenos e alguns 
deles não são protetores, podendo induzir 
hipersensibilidade ou até mesmo causar 
imunossupressão. 

m Nesses casos específicos convém usar 
componentes purificados ou produzidos por 
recombinação. 

m Os toxoides, toxinas inativadas, são eficazes como 
vacinas na profilaxia de doenças causadas por 
alguns agentes bacterianos. 

E A partícula do antígeno de superfície da hepatite B 
é um exemplo clássico de vacina viral de 
subunidade eficaz. 

m Muitas vacinas bacterianas eficazes têm como alvo 
glicanas na superfície do organismo e usam 
preparações glicoconjugadas. 

m O DNA codificador das proteínas de um patógeno 
pode ser injetado diretamente no músculo para 
produzir as proteínas in situ e provocar respostas 
imunes. As vantagens são estabilidade, facilidade 
de produção e baixo custo. O método não foi tão 
eficaz em seres humanos quanto em 
camundongos, mas novos desenvolvimentos, 
como a dose inicial de DNA com uma dose de 
reforço de proteína ou vetor, são promissores. 


Novas técnicas de desenvolvimento de vacinas 

E A ascensão da genômica foi crucial para permitir 
uma técnica racional de identificação de muitos 
outros alvos para vacinas contra bactérias. A 
“vacinologia reversa” foi aplicada com sucesso ao 
desenvolvimento de uma vacina contra a 
meningite B. 

m Patógenos muito variáveis, como HIV e HCV, são 
problemas específicos para a produção de vacinas, 
pois exigem a obtenção de respostas imunes 
protetoras amplas. Técnicas moleculares estão 
sendo adotadas para descrever como anticorpos 


neutralizantes interagem amplamente com seus 
alvos e como usar essas informações para o 
desenvolvimento racional de candidatos a vacinas. 


Vacinas atuais 

E As crianças, tanto nos EUA quanto no Reino 
Unido, são vacinadas rotineiramente com toxoides 
diftérico e tetânico e pertussis acelular (vacina DTP 
tripla), cepas atenuadas de sarampo, caxumba e 
rubéola (MMR), pólio inativada e polissacarídio 
capsular de H. influenzae tipo b (Hib) ligado a um 
carreador. 

m Embora no Reino Unido e em muitos outros países 
a vacina com BCG seja administrada na idade de 
10 a 14 anos ou, no caso de lactentes de alto 
risco, imediatamente após o nascimento, ela não 
faz parte da rotina de vacinação nos EUA. 

E As vacinas contra antraz, vírus da encefalite 
japonesa, hepatite A, febre amarela, cólera e raiva, 
entre outras, não são administradas habitualmente, 
mas estão disponíveis para viajantes e grupos de 
alto risco. 


Vacinas em desenvolvimento 

m Uma vacina contra malária reduziu muito a 
incidência de malária grave em crianças pequenas 
e têm sido feitos esforços intensivos para seu 
acompanhamento. Muitos afirmam que uma vacina 
eficaz deve ter como alvo vários antígenos e vários 
estágios do ciclo de vida da malária. 

m Houve relato de possível sucesso de uma vacina 
contra o HIV, e os esforços têm se concentrado 
em compreender possíveis correlatos da eventual 
proteção. 

m Estão sendo desenvolvidas vacinas contra muitos 
patógenos, entre eles Clostridium difficile, vírus da 
dengue, herpes-vírus simples e vírus do Nilo 
ocidental. 


Adjuvantes 

m Os adjuvantes geram respostas imunes 
acentuadas e de maior duração. Em geral, eles 
não são necessários para as vacinas com 
organismos vivos atenuados, mas são essenciais 
para vacinas de subunidades de proteínas. 

E Os adjuvantes atuam por imunoestimulação, 
administração do antígeno, ou ambas. 

E A imunoestimulação ocorre por ação de moléculas 
como agonistas de TLR, citocinas e exotoxinas 
bacterianas para estimulação direta das respostas 
imunes, sobretudo com a participação das células 
dendríticas. Os veículos de administração do 
antígeno impedem a dispersão e promovem a 


liberagao lenta. Estes incluem sais minerais e 
emulsões. 

E Alguns adjuvantes, como a toxina da cólera, são 
potentes estimuladores das respostas das 
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mucosas, 0 que pode ser mais apropriado para 
determinados patógenos nos quais a infecção 
ocorre através das mucosas. 
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Imunodeficiência 


Tópicos principais 


Deficiências dos mecanismos imunes inatos 
Deficiência primária de células B 

Deficiência primária de células T 
Imunodeficiência combinada 

Diagnóstico das imunodeficiências 

Tratamento das imunodeficiências primárias 
Imunodeficiência secundária 

Síndrome de imunodeficiência adquirida (AIDS) 


Para lembrar 


As células-tronco hematopoéticas pluripotentes na medula óssea podem 
seguir a via mieloide ou linfoide para se diferenciar nos vários tipos celulares 
mediadores da resposta imune. A migração de células do sistema imune da 
circulação sanguínea para os tecidos conta com a participação de moléculas 
de adesão celular, fatores quimiotáticos e componentes do complemento 
que regulam a resposta inflamatória. Após entrarem nos tecidos, as células 
fagocitárias da resposta inata englobam e destroem patógenos usando 
diversos agentes microbicidas. As células natural killer (NK) participam do 
combate às infecções intracelulares, situação em que o patógeno está 
protegido dos efeitos dos fagócitos e do complemento. Apoiando essas 
respostas inatas está a resposta imune adquirida, que conta com a 
participação de células B produtoras de anticorpos juntamente com células T 
auxiliares, citotóxicas e reguladoras. Embora normalmente haja interação 
eficaz de todas as células e moléculas do sistema imune para combater a 
infecção, sempre existe a possibilidade de falha de um ou mais 
participantes, seja por defeitos gênicos hereditários, seja por danos 
decorrentes de fatores externos. 


Introdução 


Confirmando o ditado que afirma que “a maioria das coisas que pode dar 
errado, dá”, vários estados de imunodeficiência em seres humanos não são 
secundários a fatores ambientais. Essas “experiências da natureza” 
oferecem indícios úteis acerca da função dos fatores imperfeitos englobados. 
Destacamos anteriormente o mecanismo pelo qual a interação de 
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complemento, anticorpo e células fagocitárias constitui a base de um mecanismo de defesa tripartite contra 
infecções piogênicas (produtoras de pus) por bactérias que necessitam de opsonização antes da fagocitose. 
Não é surpreendente, então, que a deficiência de qualquer um desses fatores possa predispor o indivíduo a 
infecções repetidas desse tipo. Os pacientes com deficiência de células T apresentam um padrão muito 
diferente de infecção, sendo suscetíveis a bactérias, vírus e fungos intracelulares normalmente erradicados por 


imunidade celular. 


As seções subsequentes apresentam primeiramente alguns exemplos dessas doenças por imunodeficiência 
primária (PID, do inglês, primary immunodeficiency diseases) causadas por mecanismos genéticos e 
relativamente incomuns. Em seguida, examinaremos os vários fatores ambientais, como infecção e desnutrição, 
que podem ser responsáveis pelas imunodeficiências secundárias muito mais prevalentes. 


Deficiências dos mecanismos 
imunes inatos 


Anormalidade da sinalização do receptor de 
reconhecimento de padrões 


O reconhecimento de padrões moleculares associados a pató- 
genos é fundamental para a detecção de microrganismos por 
células da resposta inata. Há vários defeitos gênicos descritos 
que prejudicam a sinalização por meio de receptores de reco- 
nhecimento de padrões. A proteína adaptadora MyD88 é 
necessária para sinalização por vários receptores Toll-like 
(TLR), e pacientes com deficiência de MyD88 têm infecções 
graves, com risco de morte, por bactérias piogênicas, entre 
elas pneumococos e Salmonella. A quinase 4 associada ao 
ILIR (IRAK4) participa da sinalização por meio dos recep- 
tores de IL-1 e IL-18 e também pelo heterodímero TLR1/2, 
heterodímero TLR2/6, TLR7 e TLR8. Em indivíduos com 
deficiência de IRAK4 é mais comum observar-se bactérias 


Figura 14.1 Mutações em componentes da NADPH 
oxidase responsáveis por doença granulomatosa 
crônica (DGC). O citocromo bsss encontrado na membrana 
do fagócito é composto de p22º"* e p91", Após ativação 
celular, as proteínas do citosol p47”"*, p67™™ e p40™™, 
juntamente com a pequena proteína de ligação ao GTP 
rac2, associam-se ao citocromo bsss e formam o complexo 
NADPH oxidase ativo, resultando na geração do anion 
superóxido (veja a Figura 1.16). A maioria dos pacientes 
com DGC tem a forma ligada ao X da doença que implica 
mutações no gene gp91º", As mutações nos genes 
codificadores de outros componentes da NADPH oxidase 
são responsáveis pelas formas autossômicas da doença. 


piogênicas Gram-positivas, incluindo Streptococcus pneumo- 
niae e Staphylococcus aureus. Em resposta à ocupação por seus 
ligantes, os TLR intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9) 
interagem com a molécula acessória UNC93B residente no 
RE. As deficiências dessa proteína estão associadas principal- 
mente à encefalite pelo herpes-vírus simples. 


Anomalias das células fagocitárias (Tabela 14.1) 


Na doença granulomatosa crônica, os monócitos, macrófa- 
gos e neutrófilos não produzem intermediários reativos do 
oxigênio em razão de uma anormalidade no sistema nicoti- 
namida adenina dinucleotídio fosfato (NADPH) oxidase 
(veja a p. 16) normalmente ativado por fagocitose. O cito- 
cromo bssg componente desse sistema é formado por subuni- 
dades phox (fagócito oxidase) de 91 e 22 kDa e, no tipo da 
doença ligada ao X, há mutações no gene codificador da 
maior dessas subunidades (Figura 14.1). Na maioria dos casos 


Vacúolo fagocitário 


Membrana 


Citoplasma 
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Tabela 14.1 Deficiências de células fagocitárias. 


Gene defeituoso 
Subunidade 8 de CD18 


IFNyR1, IFNyR2, IL-12 p40, 
subunidade B1 comum de 
IL-12R/IL-23R ou STAT1 


Distúrbio 


Suscetibilidade mendeliana à 
doença micobacteriana 


Infecções típicas 


Deficiência da adesão de leucócitos Bactérias piogênicas 


Micobactérias, Salmonella, vírus 


IRAK4 Deficiência de IRAK4 Strep. pneumoniae, Staph. aureus 

LYST Chediak-Higashi Staph. aureus, Strep. pyogenes, pneumococos, 
Aspergillus spp., Pseudomonas aeruginosa 

MEVF Febre familiar do Mediterraneo Nenhuma 

MyD88& Deficiéncia de MyD88 Strep. pneumoniae, Staph. aureus, Pseudomonas 
aeruginosa 

p22phox, p40phox, p47phox, Doença granulomatosa crônica Staph. aureus, Aspergillus fumigatus, Candida 

p67phox ou gp91phox albicans 

TNFRSFIA Síndrome periódica associada ao Nenhuma 

receptor do TNF 
UNC93B Deficiência de UNC93B Herpes-vírus simples 


não há produção de citocromo, mas uma variante de mutação 
gp91 permite a síntese de baixos níveis da proteína (Figura 
14.2) e o distúrbio pode melhorar por tratamento com 
y-interferon. Previsivelmente, o knockout de gp9 1” propor- 
ciona um útil camundongo modelo. Os 30% dos pacientes 
com doença granulomatosa crônica que herdam o distúrbio 
em padrão autossômico recessivo expressam uma forma 
anômala da oxidase resultante de mutações na menor subu- 
nidade do citocromo p22" ou nas moléculas de p40”, 
p47º"* ou p67" no citosol (Figura 14.1). 

Curiosamente, a variedade de patógenos infecciosos que 
acometem esses pacientes é relativamente restrita. O patógeno 
mais comum é o Staphylococcus aureus, mas também é frequente 
a infecção por alguns bacilos Gram-negativos e por fungos 
como a Candida albicans e o Aspergillus fumigatus (Figura 14.3). 
Os fatores subjacentes a essa restrição são dois. Primeiro, muitas 
bactérias ajudam a provocar a própria destruição pela geração 
de H,O, por seus próprios processos metabólicos, mas se forem 
catalase-positivas o peróxido é destruído e as bactérias sobrevi- 
vem. Assim, os neutrófilos desses pacientes captam com facili- 
dade os estafilococos catalase-positivos na presença de anticorpos 
e complemento, mas não conseguem destruí-los no meio intra- 
celular, Segundo, os organismos mais virulentos tendem a ser 
aqueles muito resistentes aos mecanismos microbicidas inde- 
pendentes de oxigênio do fagócito. 

A ausência da subunidade B de CD18 das B,-integrinas 
provoca uma deficiência da adesão leucocitária que diminui 
a quimiotaxia dos neutrófilos e acarreta infecção bacteriana 
recorrente. A emigração de monócitos, eosinófilos e linfócitos 
não é afetada, pois estes podem voltar ao sistema alternativo 
Bi-integrina VCAM-1/VLA-4. Na doença de Chédiak- 
Higashi e na contraparte equivalente murina “beige”, a dis- 
função de células NK, células T citotóxicas e neutrófilos está 
associada a defeitos do gene LYST (do inglês, lysosomal traf- 


ficking, tráfego lisossômico). O acúmulo de grânulos intraci- 
toplasmáticos gigantes é causado pela anormalidade da 
migração do compartimento endossômico/lisossômico tardio 
na célula. Às vezes os pacientes apresentam infecções piogê- 
nicas fatais, sobretudo por Staphylococcus aureus. A maioria 
dos pacientes tem uma “fase acelerada” da doença na qual há 
proliferação contínua das células T, mas é possível controlá-la 
por transplante da medula óssea. 

A suscetibilidade mendeliana à doença micobacteriana 
(MSMD, do inglês, mendelian susceptibility to mycobacterial 
disease) em seres humanos com implicação do BCG ou de 
micobactérias não tuberculosas pode estar associada a muta- 
ções recessivas em cinco genes, dois que afetam as cadeias do 
receptor de IFNy (IFNyR1 e IFNyR2) e, os outros, a subu- 
nidade p40 de IL-12, a subunidade B1 comum de IL-12R/ 
IL-23R e o transdutor e ativador de sinal da molécula de 
transcrição-1 (STAT1). Este último participa da sinalização 
por vários receptores de citocinas, entre eles os receptores da 
interferon. Além da maior tendência a infecções por mico- 
bactérias, os pacientes com MSMD também apresentam 
maior suscetibilidade a outras bactérias intracelulares, sobre- 
tudo Salmonella, e a vírus. Como a IL-12 estimula a diferen- 
ciação do subgrupo Th1 produtor de IFNy, o conjunto dos 
genes implicados na MSDM realça muito bem o papel do 
IFNy em mediar a proteção contra infecção intracelular. 

Há um grupo de distúrbios “autoinflamatórios” carac- 
terizado por inflamação aparentemente não provocada. Um 
deles, a síndrome periódica associada ao receptor do TNF 
(TRAPS, do inglés, TNF receptor-associated periodic syn- 
drome), tem quadro de febre prolongada e inflamação loca- 
lizada grave causado por mutações hereditárias dominantes 
no gene TINFRSFIA codificador do receptor p55 do TNF. 
Embora os mecanismos que resultam em inflamação persis- 
tente ainda não tenham sido totalmente esclarecidos, alguns 


Doença granulomatosa crônica 
Éster de forbol 
40 7 Normal 

a 

= 

o 

E 

ia 20 Portador 
D 

x 

E 

5 

a 

3 

e Paciente 1 


Paciente 2 


0 2 4 
Tempo (min) > 


Figura 14.2 Anormalidade da explosão respiratória em 
neutrófilos de pacientes com doença granulomatosa crônica. 
A ativação da NADPH oxidase é mediada pela produção de 
Anion superóxido (O; veja a Figura 1.16) após estimulação com 
acetato de miristato de forbol. O paciente 2 tem uma mutação de 
p91º"=* que impede a expressão da proteína, enquanto o paciente 
1 tem outra mutação de p971º"* que acarreta níveis muito baixos, 
mas mensuráveis. Muitos portadores da doença ligada ao X 
expressam níveis intermediários, como no indivíduo mostrado 
que é a mãe do paciente 2. (Dados reproduzidos de Smith R.M. 
& Curnutte J.T (1991) Blood 77, 673.) 


pacientes podem ter comprometimento da clivagem do 
ectodominio do receptor com diminuição do desprendi- 
mento do receptor solúvel potencialmente antagonista. Na 
verdade, convém notar os efeitos benéficos do tratamento 
com uma proteína de fusão p75 TNFR-Fcy (etanercepte) 
ou um anti-TNF monoclonal (infliximabe) em alguns 
pacientes com TRAPS. Outra síndrome de febre periódica 
hereditária é a febre familiar do Mediterrâneo causada por 
mutações no gene MEFV que codifica a pirina, um regula- 


Tabela 14.2 Deficiências das vias do complemento. 
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Figura 14.3 Pneumonite fulminante em paciente com doença 
granulomatosa crônica (DGC). Radiografia de tórax de menino 
de 15 anos com DGC autossômica recessiva mostra infiltrados 
densos bilaterais provocados por pneumonite por Aspergillus 
fumigatus e Absidia corymbifera. (Reproduzida de Slatter M.A. & 
Gennery A.R. (2008) Clinical Experimental Immunology 152, 
389-396. Cortesia de Paediatric Immunology Unit, Newcastle 
General Hospital, Reino Unido.) 


dor da inflamação de expressão predominante em neutrófi- 
los e monócitos ativados por citocina Th1. 


Deficiências do sistema complemento 
(Tabela 14.2) 
Anormalidades das proteínas de controle 


A importância do complemento na defesa contra infecções é 
enfatizada pela ocorrência de infecções repetidas com risco de 


Gene defeituoso Distúrbio 
C1q, Ctr, C1s ou C4 


Predisposição ao lúpus eritematoso 


Infecções típicas 
Geralmente nenhuma 


sistêmico 

Inibidor de C1 Angioedema hereditario Geralmente nenhuma 

C2 Predisposição ao lúpus eritematoso Bactérias piogênicas, sobretudo 
sistêmico pneumococos 

C5, C6 ou C8 Predisposição ao lúpus eritematoso Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis 
sistêmico 

C3 ou Fator H Degeneração macular relacionada com a Bactérias piogênicas 
idade 

C7, C9, Fator D ou properdina — N. gonorrhoeae, N. meningitidis 

Fator 1 - Bactérias piogênicas 

MASP-2 = Strep. pneumoniae 

MBL - Nenhuma 

PIG-A Hemoglobinúria paroxistica noturna Geralmente nenhuma 
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morte por bactérias piogênicas em pacientes sem fator I, o 
inativador de C3b. Em vista dessa incapacidade de destruir 
C3b, há ativação contínua da via alternativa por feedback, 
levando a níveis muito baixos de C3 e fator B com níveis 
normais de C1, C4 e C2. 

Os eritrócitos são bombardeados diariamente com C3b 
gerado pela formação de C3 convertase da fase líquida da 
via alternativa a partir da hidrólise espontânea do tioéster 
interno de C3. Para combater isso, a hemácia tem vários 
componentes reguladores na superfície. O complexo C3 
convertase é dissociado pelo fator acelerador do decaimento 
(DAF; CD55) e por receptores do complemento CRI (não 
esquecendo o fator H da fase líquida; veja a p. 19); depois 
disso, o C3b é desmembrado pelo fator I em conjunto com 
CRI, proteína cofator de membrana (MCP, do inglês, mem- 
brane cofactor protein) ou fator H (Figura 14.4). Também há 
dois inibidores do complexo de ataque à membrana, fator 
de restrição homólogo (HRE, do inglês, homologous restric- 
tion factor) e a abundante molécula protectina (CD59), que, 
por ligação a C8, impedem o dobramento da primeira molé- 
cula C9 necessária para inserção na membrana. DAF, HRF 
e protectina ligam-se à membrana por âncoras de glicosil- 
fosfatidilinositol. Em um distúrbio denominado hemoglo- 
binúria paroxística noturna (HPN), há anormalidade da 
capacidade de síntese dessas âncoras, causada por mutação 
do gene PIG-A ligado ao X que codifica a enzima necessária 
para acrescentar N-acetilglucosamina ao fosfatidilinositol. 
Na ausência desses reguladores do complemento, há lise das 
hemácias. O fenótipo em que há níveis normais dessas molé- 
culas protetoras é denominado “tipo I”. No fenótipo da 
HPN tipo II, há uma anomalia de DAF, enquanto no tipo 
III, mais grave, protectina e HRF também são afetadas e há 
grande aumento da suscetibilidade à lise espontânea mediada 
por complemento (Figura 14.4). Um anticorpo monoclonal 
contra o componente C5 do complemento, eculizumabe, é 
eficaz no tratamento da HPN, impedindo a clivagem 
mediada por C5 convertase e, portanto, a geração do com- 
plexo de ataque à membrana. 

O polimorfismo do fator H, especificamente a presença 
de histidina em vez de tirosina no resíduo 402, predispõe à 
degeneração macular relacionada com a idade, assim como 
a presença de glicina em vez de arginina na posição 102 no 
componente C3 do complemento. Atualmente não se sabe 
por que esses polimorfismos são fatores de risco. 

Um gene anômalo para o inibidor de C1 está associado ao 
angioedema hereditário e pode causar episódios recorrentes 
de edema não inflamatório circunscrito agudo mediado por um 
fragmento vasoativo de C2 (Figura 14.5). Os pacientes são 
heterozigotos (não há relato de homozigotos) e sintetizam 
pequena quantidade do inibidor que pode ser elevada a níveis 
úteis pela administração do esteroide anabólico sintético 
danazol ou, em casos graves, do próprio inibidor purificado. O 
ácido -aminocaproico, que bloqueia a liberação da cinina C2 
induzida por plasmídios, é um tratamento alternativo. 


Tipo | normal Tipo Il de HPN 
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Figura 14.4 Hemoglobinúria paroxística noturna (HPN). Uma 
mutação no gene PIG-A, que codifica a-1,6-N- 
acetilglucosaminiltransferase, leva à incapacidade de síntese 
das âncoras de glicosilfosfatidilinositol, priva a membrana da 
hemácia de proteínas controladoras do complemento e torna a 
célula suscetível à lise mediada por complemento. O tipo II está 
associado a uma anormalidade de DAF, e o tipo Ill, mais grave, 
à deficiência adicional de CD59 (protectina) e HRF. DAF, fator 
acelerador do decaimento; CR1, receptor do complemento tipo 
1; MCP proteína cofator da membrana; HRF, fator de restrição 
homólogo; MAC, complexo de ataque à membrana. 


Deficiência de componentes das vias 
do complemento 


As deficiências de Clq, Clr, Cls, C2, C4, C5, C6 e C8 podem 
predispor ao surgimento de doengas autoimunes mediadas 
por imunocomplexos, como o lúpus eritematoso sistêmico 
(LES, veja a p. 513), talvez por diminuição da capacidade de 
produzir uma resposta adequada à infecção por suposto 
agente etiológico ou, no caso dos componentes iniciais, pro- 
vavelmente por eliminar com eficácia os complexos antígeno- 
anticorpo (veja a p. 424). Tendo em mente o foco da resposta 


[ca |< - - 1U- - -> ando 
c2 


Figura 14.5 Deficiência de inibidor de C1 e angioedema. O 
inibidor de C1 inibe, de modo estoiquiométrico, C1, plasmina, 
calicreina e fator de Hageman ativado, e a deficiência leva à 
formação da cinina C2 vasoativa pelo mecanismo mostrado. A 
síntese de inibidor de C1 pode ser reforçada por 
metiltestosterona ou, de preferência, danazol, esteroide sintético 
menos masculinizante; outra opção é controlar as crises por 
administração de ácido e-aminocaproico para inibir a plasmina. 


autoimune do LES nos constituintes moleculares das bolhas 
que surgem na superfície das células apoptóticas (veja a p. 514), 
torna-se enorme a importância de Clq na ligação a esses corpos 
apoptóticos e na sua eliminação. Assim é que camundongos 
com deficiência de Clq apresentam altos títulos de anticorpos 
antinucleares e morrem de glomerulonefrite grave. 

Os pacientes com deficiência de C7 ou C9 são mais sus- 
cetíveis a N. gonorrhoeae e N. meningitidis disseminadas. Essas 
infecções também são características de deficiências de fator 
D e properdina, componentes da via alternativa. É interes- 
sante notar que a incapacidade de produzir um complexo de 
ataque à membrana que inclua os componentes do comple- 
mento C5b-9 não tem efeito significativo sobre a incidência 
de outros tipos de infecção. A proteção adequada tem de ser 
amplamente assegurada por opsonização de microrganismos 
por anticorpos e/ou pelos componentes do complemento 
C3b, C4b e iC3b para fagocitose subsequente, e pelo meca- 
nismo de aderência imune no qual organismos recobertos por 
esses componentes iniciais do complemento ligam-se ao 


Tabela 14.3 Deficiências que afetam os linfócitos B. 
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receptor do complemento CR1 em eritrócitos e são levados 
para destruição no figado ou baço. A deficiência de C3, ainda 
que muito rara, afeta as três vias de ativação do complemento 
e está associada a infecções piogênicas recorrentes. 

As mutações que levam à diminuição dos níveis de lectina 
ligadora de manose (MBL, do inglês, mannose-binding lectin) 
são muito comuns, mas na maioria dos casos não causam 
aumento detectável de infecções. É provável que a ativação 
do complemento por outras lectinas de mamíferos, como a 
ficolina, ou pela via clássica mediada por anticorpos, com- 
pense a ausência da via mediada por MBL. No entanto, 
outros indivíduos com deficiência de serinoprotease 2 asso- 
ciada à MBL (MASP-2) causada por mutação que inativa a 
enzima apresentam maior número de infecções piogênicas 
por organismos como Streptococcus pneumoniae. 


Deficiência primária de células B 
(Tabela 14.3) 


Agamaglobulinemia por falha inicial da 
maturação das células B 


A agamaglobulinemia ligada ao X (XLA) é uma das várias 
síndromes de imunodeficiência mapeadas no cromossomo X 
(Figura 14.6). O defeito ocorre no estágio de célula pré-B e 
há declínio acentuado da produção de imunoglobulina em 
homens afetados, com poucos folículos linfoides ou plasmó- 
citos nas biopsias de linfonodos. Há mutações no gene da 
tirosinoquinase de Bruton (Btk), assim como em camundon- 
gos xid. As crianças estão sujeitas a infecções de repetição por 
bactérias piogênicas — Staphylococcus aureus, Streptococcus 
pyogenes e S. pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus 
influenzae — e por um protozoário, Pneumocystis jirovecii, 
causador de um estranho tipo de pneumonia. As respostas 
imunes celulares são normais e as infecções virais são rapida- 
mente controladas. 

Mutações na cadeia pesada u ou na cadeia Às, que juntas 
formam o receptor IgM substituto em células pré-B (veja a 
p- 309), resultam em fenótipo semelhante ao observado na 
XLA com interrupção no estágio pró-B. A implicação seria que 
Btk emite o sinal para a diferenciação da célula pró-B em pré-B 
por meio desse complexo do receptor da célula pré-B. Outras 
mutações causadoras de fenótipo semelhante são aquelas nos 


Gene defeituoso Distúrbio 


BAFFR, CD19, ICOS ou TACI 
Btk 


Ig Cu, 45, Iga ou BLNK - 


Desconhecido Deficiéncia seletiva de IgA 


Imunodeficiência variável comum 


Agamaglobulinemia ligada ao X 


Infecções típicas 

S. pneumoniae, H. influenzae, Mycoplasma spp. 
S. aureus, S. pyogenes, S. pneumoniae, N. 
meningitidis, H. influenzae, Pneumocystis jirovecii 


S. aureus, S. pyogenes, S. pneumoniae, N. 
meningitidis, H. influenzae, Pneumocystis jirovecii 


Na maioria das vezes assintomática, às vezes 
infecções broncopulmonares 
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Figura 14.6 Loci das principais 


Localização Gene PID 


síndromes de imunodeficiência ligada 
ao X. É mais provável que os homens 


gp91Pr 
WASP 
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XIAP 
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q25-26 
q26 


NEMO 


q28 


Rewer 

Rotator É 
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Doenga granulomatosa crénica (DGC) 
Sindrome de Wiskott-Aldrich (SWA) 


Desregulação imune, poliendocrinopatia, 
enteropatia ligada ao X (IPEX) 


Imunodeficiência combinada grave (SCID) 


Agamaglobulinemia ligada ao X (XLA) 


Doença linfoproliferativa ligada ao X tipo 2 (XLP2) 
Doença linfoproliferativa ligada ao X tipo 1 (XLP1) 
Sindrome de hiper-lgM ligada ao X (XHIGM) 


Síndrome de hiper-lgM ligada ao X (XHIGM) 


Sejam afetados por genes recessivos 
ligados ao X porque, ao contrário do 
que ocorre com as mulheres, que têm 
dois cromossomos X, não há 
necessidade de homozigosidade. Em 
alguns casos ainda é preciso determinar 
a localização precisa do gene relevante. 
Também há relato de várias outras 
imunodeficiências ligadas ao X raras. 
Algumas das doenças por 
imunodeficiência primárias (PID) listadas 
(p. ex., DGC, SCID, HIGM) também 
podem ser causadas por genes 
defeituosos em outros cromossomos. 


genes da proteína transdutora de sinal Iga (CD79a) e da pro- 
teína ligadora de células B BLNK que é mais uma vez necessária 
para a transição de células pró-B para pré-B. 


Deficiências que afetam isótipos específicos de 
anticorpos 


A mais comum de todas as imunodeficiências primárias é a 
deficiência seletiva de IgA, que afeta tanto a IgA circulante 
quanto a forma dimérica secretora, e também pode ser 
ampliada para incluir o isótipo IgG2. Alguns pacientes têm 
ausência completa de IgA, enquanto outros têm baixos 
níveis desses anticorpos. A maioria dos pacientes com defi- 
ciência seletiva de IgA é assintomática. A imunodeficiência 
variável comum (CVID, do inglês, common variable immu- 
nodeficiency), na qual há baixo nível de IgG e IgA e/ou IgM, 
costuma ocorrer na mesma família de pacientes com defi- 
ciência seletiva de IgA, e às vezes há conversão gradual de 
uma doença em outra em alguns membros da família. Ainda 
é preciso definir melhor os defeitos gênicos nessas duas PID 


na maioria dos pacientes, mas um pequeno número de 
pacientes com CVID tem mutações no receptor BAFF de 
superficie da célula B, moléculas TAC1 ou CD19, ou na 
molécula de superfície da célula T ICOS. Todas essas molé- 
culas participam da ativação de linfócitos, talvez explicando 
de alguma maneira a maior incidência de doença autoimune 
observada em pacientes com CVID, uma associação também 
observada em indivíduos com deficiência seletiva de IgA. Os 
pacientes com essas deficiências de anticorpos podem ser 
protegidos contra infecções piogênicas recorrentes por 
injeção intravenosa ou subcutânea de imunoglobulina 
humana de pool. 


Hipogamaglobulinemia transitória é observada 
em fases iniciais da vida 


Há um grau natural de deficiência de imunoglobulina em 
lactentes humanos quando cai o nível de IgG materna 
(p. 314), o que pode se tornar um problema grave em bebês 
muito prematuros. A hipogamaglobulinemia transitória da 


lactância mais prolongada, caracterizada por infecções respi- 
ratórias recorrentes, está associada a baixos níveis de IgG que 
costumam se normalizar por volta dos 4 anos de idade. Há 
uma deficiência do número de linfócitos circulantes e da sua 
capacidade de auxiliar a produção de Ig pelas células B ativa- 
das por mitógeno da erva-dos-cancros, mas isso se normaliza 
quando a doença se resolve espontaneamente. 


Deficiência primária de células T 
(Tabela 14.4) 


Pacientes sem células T ou com deficiência da função das 
células T são vulneráveis a infecções oportunistas e, uma vez 
que a função das células B depende em grande parte das 
células T, a deficiência de células T também tem impacto 
negativo na imunidade humoral. A disfunção de células T 
costuma permitir o surgimento de alergias, cânceres linfoides 


e síndromes autoimunes, estas últimas provavelmente decor- 
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rentes da seleção negativa ineficiente no timo ou da incapa- 


cidade de gerar células reguladoras apropriadas. 


Anomalia do desenvolvimento tímico 


A síndrome de DiGeorge, na qual há mutações do fator de 
transcrição TBX1 participante do desenvolvimento embrioná- 
rio, é caracterizada por desenvolvimento impróprio do timo a 
partir da terceira e quarta bolsas faríngeas (as crianças com 
síndrome de DiGeorge também não têm paratireoides e apre- 
sentam anormalidades cardiovasculares graves). Desse modo, 
as células-tronco hematopoéticas não se diferenciam em linfó- 
citos T e há povoamento esparso das áreas “timodependentes” 
no tecido linfoide; já os folículos linfoides são observados, mas 
também são pouco desenvolvidos. As respostas imunes celu- 
lares são indetectáveis e, embora os lactentes possam combater 
infecções bacterianas comuns, podem não resistir às vacinas 
com organismos vivos atenuados, como sarampo ou bacilo de 


Calmette-Guérin (BCG), se administradas por engano. Pode 


Tabela 14.4 Deficiências que afetam os linfócitos T. 


Gene defeituoso Distúrbio Infecções típicas 

AIRE Síndrome autoimune poliendócrina-1 Candida albicans 

ATM Ataxia-telangiectasia Broncopulmonar 

CIITA Deficiência do MHC classe II Broncopulmonar 

CD3g Deficiéncia de CD3y Bactérias e vírus 

CD40L, CD40, AID, NEMO ou UNG Síndrome de hiper-lgM Pneumocystis jirovecii, Toxoplasma, 
Cryptosporidium parvum 

FAS ou FASL Síndrome linfoproliferativa autoimune Nenhuma 

Foxp3 Desregulação imune, poliendocrinopatia, Nenhuma 


enteropatia ligada ao X (IPEX) 


yC, RAG-1, RAG-2, Artemis, ADA ou Síndrome de Omenn 


cadeia a de IL-7R 


NBS1 Sindrome de quebra de Nijmegen 

PNP Deficiéncia de PNP 

SH2DIA Doença linfoproliferativa ligada ao X tipo 1 
STAT3 Síndrome de hiper-lgE 


TAP-1, TAP-2 ou tapasina 


TBX1 Síndrome de DiGeorge 

WASP Síndrome de Wiskott-Aldrich 

XIAP Doença linfoproliferativa ligada ao X tipo 2 
ZAP70 Deficiéncia de ZAP70 


Deficiéncia do MHC classe | 


Ampla (viral, bacteriana, fúngica), 
incluindo Pneumocystis jirovecii e 
sepse por S. aureus 
Broncopulmonar 

Ampla (viral, bacteriana, fúngica) 
Vírus Epstein-Barr 


Bactérias extracelulares, 
estafilococos, Aspergillus spp., 
C. albicans 


Broncopulmonar 
Múltiplas 
Bactérias extracelulares encapsuladas 


Vírus Epstein-Barr 


Ampla (viral, bacteriana, fúngica) 
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haver produção de anticorpos, mas a resposta é subnormal, 
refletindo a necessidade de participação cooperativa das células 
T. (É preciso mencionar a semelhança entre esse distúrbio e a 
timectomia neonatal e entre a deficiência de células B e a 
bursectomia neonatal no frango.) O tratamento por enxerto 
de timo neonatal restaura a imunocompetência, mas é essen- 
cial que haja alguma compatibilidade entre o MHC nas células 
tímicas não linfocíticas e as células periféricas para a atividade 
apropriada dos linfócitos T (p. 126). A ausência completa do 
timo é muito rara e na maioria das vezes há uma síndrome de 
DiGeorge parcial, na qual as células T podem elevar-se de 6% 
ao nascimento para cerca de 30% do total de linfócitos circu- 
lantes ao fim do primeiro ano (em comparação com 60% a 
70% em crianças de 1 ano normais); as respostas dos anticor- 
pos são adequadas. 


Interrupção da diferenciação inicial de células T 


A mutação do gene que codifica a enzima de degradação da 
purina, purina nucleosidio fosforilase, acarreta o acúmulo 
do metabólito detoxi-GTP, tóxico para os precursores de 
células T por sua capacidade de inibir a ribonucleotídio redu- 
tase, enzima necessária para a síntese de DNA. O acome- 
timento da linhagem de células T por essa deficiência poderia 
estar relacionado com um nível relativamente baixo 
de 5'-nucleotidase. Algumas células T “escapam”, mas confe- 
rem proteção inadequada contra infecções, e a doença geral- 
mente é fatal, a menos que seja oferecido um transplante de 
células-tronco hematopoéticas. Além das infecções recorren- 
tes, os pacientes costumam apresentar disfunção neurológica 
e autoimunidade. 

Vários genes diferentes, que incluem para RAG-1, RAG-2, 
Artemis, cadeia à do receptor de IL-7, adenosina desaminase 
e a cadeia yC compartilhada do receptor da interleucina, 
foram associados ao desenvolvimento da síndrome de 
Omenn. Como logo veremos, as mutações desses genes 
também são responsáveis pela imunodeficiência combinada 
grave (SCID), mas na síndrome de Omenn as mutações 
específicas implicadas são hipomórficas e ocasionam um fenó- 
tipo menos devastador. Por exemplo, as mutações em RAG 
permitem que algumas células T escapem porque a recombi- 
nação VDJ não é totalmente abolida. Os pacientes costumam 
apresentar eosinofilia e elevação da IgE, e às vezes têm doença 
autoimune da pele e do intestino. 

A deficiência do MHC classe II (às vezes denominada 
“síndrome do linfócito nu”) está associada a infecções bron- 
copulmonares recorrentes e à diarreia crônica no primeiro 
ano de vida, com morte por infecções virais graves em idade 
média de 4 anos, a menos que haja tratamento eficaz desses 
lactentes afetados com um transplante de células-tronco 
hematopoéticas. O distúrbio é causado por mutações que 
afetam qualquer um dos vários fatores de transcrição que 
controlam a expressão de genes classe II, por exemplo, o 
transativador classe II (CIITA, do inglês, class II transacti- 
vator). A expressão frágil das moléculas classe II em células 
epiteliais tímicas impede excessivamente a seleção positiva 


de células T auxiliares CD4, e as células que escapam não 
são estimuladas pela ausência de classe II nas células apre- 
sentadoras de antígeno. Note também que raros pacientes 
com mutações nos genes TAP-1, TAP-2 ou tapasina têm 
deficiência do MHC classe I. 


Deficiências que levam à colaboração de células 
T e B anômalas 


A imunidade celular está deprimida em pacientes imunode- 
ficientes com trombocitopenia e eczema (síndrome de 
Wiskott-Aldrich) ou com ataxia-telangiectasia. A proteína 
da síndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) tem papel estraté- 
gico na ligação de vias de transdução de sinal e o citoesqueleto 
de actina por aglomeração física com a actina por meio do 
complexo de GTPase Cdc42 e Arp2/3 (proteína relacionada 
com a actina) que regula a polimerização da actina. Assim, 
mutações no gene WASP no cromossomo X têm efeito adverso 
sobre a motilidade de células T, quimiotaxia dos fagócitos, 
trânsito de células dendríticas e polarização do citoesqueleto 
de células T em direção às células B durante a colaboração de 
células T e B. A baixa imunidade celular e o comprometi- 
mento da produção de anticorpos em meninos afetados não 
chegam a ser consequências surpreendentes. A ataxia-telan- 
giectasia, uma síndrome de quebra cromossômica, é um dis- 
túrbio autossômico recessivo da infância caracterizado por 
ataxia cerebelar progressiva com degeneração das células de 
Purkinje, hipersensibilidade aos raios X e incidência excessiva 
de câncer. O gene mutante de ataxia-telangiectasia (ATM) 
codifica a proteinoquinase Atm, membro da família da fos- 
fatidilinositol 3-quinase implicado na regulação do ciclo 
celular e no reparo de quebras bifilamentares do DNA. Além 
disso, a Atm quinase é necessária para autorrenovação das 
células-tronco hematopoéticas por inibir o estresse oxidativo 
nessas células. Outra doença caracterizada por disfunção 
imune, sensibilidade à radiação e maior incidência de câncer 
é a síndrome de quebra de Nijmegen, na qual há mutação 
do gene NBSI que codifica a nibrina, um componente do 
complexo de reparo de quebra bifilamentar do DNA que 
é fosforilado por Atm. Tanto Atm quanto nibrina são neces- 
sárias para recombinação com permuta de classe eficiente em 
células B. 

É empolgante ver desvendadas as bases moleculares das 
doenças, e um excelente exemplo da natureza revelando seus 
segredos foi mostrado nos estudos sobre a síndrome de hiper- 
IgM, um distúrbio raro caracterizado por infecções bacterianas 
recorrentes, níveis muito baixos ou ausência de IgG, IgA e IgE, 
e concentrações séricas normais a elevadas de IgM e IgD. A 
maioria dos pacientes tem uma forma ligada ao X da doença 
que implica mutações e deleções no CD40L das células T 
(CD154). Essas mutações são mapeadas principalmente na 
parte da molécula implicada na interação com CD40 da célula 
B (veja a p. 228), assim tornando as células T incapazes de 
transmitir os sinais necessários para permuta de classe de Ig em 
células B. Com menor frequência, os responsáveis são as muta- 
ções do gene NEMO ligado ao X (modificador essencial de 


NF«B, também denominado IKKy) ou dos genes CD40 autos- 
sômico, citidina desaminase induzida por ativação (AID) ou 
uracila-DNA glicosilase (UNG). Nesses casos, a anomalia é das 
células B, não das células T auxiliares. 

A causa genética mais comum de síndrome de hiper-IgE 
(HIES) é uma mutação no gene STAT3. Além dos elevados 
níveis de IgE, há níveis reduzidos de células Th17. O fenótipo 
HIES também inclui várias características anatômicas distin- 
tas, como articulações hiperextensíveis e ausência ou atraso 
da perda dos dentes primários, de modo que os pacientes têm 
dois conjuntos de dentes. 

Casos raros de deficiência funcional de células T origi- 
nam-se da mutação na cadeia y do complexo CD3, na qual 
os pacientes têm níveis normais de células T' circulantes, 
porém com expressão reduzida de receptores das células T na 
superfície celular e mutações de ZAP-70 quinase que resul- 
tam em números reduzidos de células T CD8*. 


Algumas imunodeficiências podem causar uma 
resposta imune hiperativa paradoxal 


Já mencionamos que a produção excessiva de algumas classes 
de anticorpos (IgM ou IgE, por exemplo) pode ser causada 
por defeitos gênicos específicos. Agora também está claro que 
a “imunodeficiência” que afeta os mecanismos reguladores ou 
de tolerância provoca estimulação indesejável de determina- 
dos tipos de resposta imune. Assim, ante o papel essencial de 
Foxp3 na indução de células T' reguladoras, não será surpresa 
ouvir que as mutações com perda de função no gene Foxp3 
têm um efeito acentuado, sendo responsáveis pela síndrome 
IPEX (do inglês, immune dysregulation, polyendocrinopathy, 
enterophaty X-linked, desregulação imune, poliendocrinopa- 
tia, enteropatia ligada ao X) na qual a atividade não regulada 
das células T causa doença autoimune multissistêmica e fre- 
quentemente fatal. A síndrome poliendócrina autoimune 1 
(APS-1, às vezes denominada APECED — do inglês, autoim- 
mune polyendocrinopathy with candidiasis and ectodermal dys- 
trophy, poliendocrinopatia autoimune com candidíase e 
distrofia ectodérmica), um distúrbio clínico um pouco menos 
grave, é causada por mutações do gene AIRE que levam à 
tolerância central inadequada de células T. Já a APS-2 é muito 
mais complexa do ponto de vista genético e, como a grande 
maioria das doenças autoimunes (veja o Capítulo 18), não é 
causada por um único defeito gênico. 

Defeitos no Fas (CD95) ou ligante do Fas (CD95L) 
causam sindrome linfoproliferativa autoimune (ALPS, do 
inglés, autoimmune lymphoproliferative syndrome) na qual ha 
anomalia da apoptose de linfócitos, resultando em números 
aumentados de células T CD4"CD8” (duplo-negativas) e no 
desenvolvimento de doença autoimune. 


Imunodeficiência combinada 


Nas deficiências primárias de células T descritas anterior- 
mente há pelo menos algumas células T maduras, embora 
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funcionalmente anômalas. Na imunodeficiência combi- 
nada grave (SCID), porém, costuma haver ausência total 
de desenvolvimento de células T; portanto, a SCID é o tipo 
mais grave de imunodeficiência primária, afetando uma 
criança em cerca de cada 80.000 nascidas vivas. Esses lac- 
tentes apresentam anomalias acentuadas da imunidade 
celular e humoral e, se não houver intervenção médica, 
morrem no primeiro ano de vida acometidos por infecções 
oportunistas graves e recorrentes. A diarreia prolongada 
causada por infecções gastrintestinais e a pneumonia por 
Pneumocystis jirovecii são comuns; a Candida albicans cresce 
vigorosamente na boca ou na pele. Se vacinados com orga- 
nismos atenuados, esses lactentes imunodeprimidos geral- 
mente morrem por infecção progressiva. 


Vários defeitos gênicos diferentes podem ser 
responsáveis pelo surgimento da SCID 


Mutações em vários genes diferentes podem causar SCID, 
que envolve o bloqueio no desenvolvimento de células T e 
uma deficiência direta ou indireta de células B. Em alguns 
casos também não há desenvolvimento de células NK 
(Figura 14.7). 


Figura 14.7 Defeitos genéticos responsáveis pela 
imunodeficiência combinada grave (SCID). O fenótipo da 
SCID depende do defeito gênico específico responsável. Por 
exemplo, nos 15% de casos de SCID causados por mutação do 
gene Artemis há ausência completa de células T e B, mas há 
células NK (i. e., SCID TB-NK*), enquanto nos 10% de casos 
decorrentes de defeitos do gene ADA, as células NK também 
estão ausentes (SCID T-B-NK). As mutações em CD38, CD3e, 
CD3¢ ou CD45, (*) ou na coronina reguladora da actina 1A (t) 
representam cada uma < 1% dos casos de SCID. Mutações no 
gene AK2 dão origem à disgenesia reticular (DR). Pode haver 
alguns casos raros de SCID ocasionados por outras mutações 
gênicas. 
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Defeitos na via de sinalização das citocinas 


Cerca de 40% dos pacientes com SCID tém mutações na 
cadeia y comum (y,) dos receptores para interleucinas IL-2, 
IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. Destes, o IL-7R é o mais 
importante para diferenciação de linfócitos, e mutações na 
cadeia a de IL-7R, ou em JAK-3 que transduz o sinal de y., 
também causam SCID (Figura 14.8). 


A SCID pode ser causada por grave deficiência 
da recombinação de VDJ 


Diferentemente da ocorrência de células T imunocompeten- 
tes observada na deficiência parcial de RAG na síndrome de 
Omenn, as mutações disfuncionais grosseiras nas enzimas 
recombinases, que catalisam a introdução das quebras bifila- 
mentares permitindo a recombinação subsequente dos seg- 
mentos V D e J dos loci génicos do receptor de células T e 
da imunoglobulina, impedem o surgimento de qualquer lin- 
fócito maduro (Figura 14.8). A falha do mecanismo de 
recombinação de VDJ também é uma característica das 
células radiossensíveis dos pacientes com SCID que têm um 
gene Artemis defeituoso. Artemis é um componente essencial 
do complexo proteinoquinase dependente de DNA que rea- 
linha e reemparelha as extremidades codificadoras livres 
criadas pelas enzimas RAG. 


Outras causas de SCID 


Dez por cento dos pacientes com SCID têm deficiência gené- 
tica da enzima de degradação da purina, adenosina desaminase 
(ADA), o que resulta no acúmulo do metabólito, dATP, tóxico 
para as células progenitoras linfoides iniciais (Figura 14.8). Em 
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caso de mutação da cadeia 5 ou ¢ de CD3 do complexo do 
receptor de células T, há bloqueio no desenvolvimento de 
células T, em nítido contraste com a deficiência da cadeia y de 
CD3 mencionada anteriormente, que não impede a diferen- 
ciação, mas prejudica a ativação das células T. Mutações da 
proteína tirosina fosfatase CD45 também ocasionam SCID em 
situações muito raras. A digenesia reticular, na qual há muta- 
ções no gene da adenilato quinase mitocondrial-2 (AK2), é uma 
variante rapidamente fatal da SCID associada a bloqueio na 
diferenciação tanto de precursores de células mieloides quanto 
linfoides. 


Imunodeficiência combinada resultante 
de controle defeituoso hereditário da função 
de linfócitos 


A doença linfoproliferativa ligada ao X (XLP), ou síndrome 
de Duncan, é uma imunodeficiência progressiva caracterizada 
por febre, faringite, linfadenopatia e disgamaglobulinemia 
(i. e., deficiência seletiva de uma ou mais classes de anticorpos, 
porém não de todas). Os pacientes são particularmente vulne- 
ráveis à infecção pelo vírus Epstein-Barr (EBV). Há mutações 
no gene SH2DIA codificador de SAP (proteína associada à 
molécula sinalizadora de ativação linfocitária [SLAM]), que se 
liga a SLAM por seu dominio SH2. Como a estimulação de 
SLAM causa forte indução de IFNy nas células T, além de 
estimular a proliferação e aumentar a suscetibilidade à apoptose 
nas células B, mutações em SAP que prejudicam a ativação de 
SLAM enfraquecem a resposta imune, sobretudo na infecção 
por EBV na qual a replicação viral em células B é intensamente 
controlada por células T hospedeiras. 


Figura 14.8 Bloqueios no 
desenvolvimento das células 
linfoides causam imunodeficiência. 
O local e a natureza da mutação 
determinam o grau de 
comprometimento da função do 
produto gênico. Assim, embora a 
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algumas mutações só causam 
bloqueio parcial do desenvolvimento. 
Além disso, mesmo algumas mutações 
com perda de função só causam 
supressão parcial da diferenciação de 
linfócitos. Esse é o caso na deficiência 
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da cadeia y de CD3 e do HLA classe Il, 
cujas consequências costumam ser 
menos graves que as de muitas outras 
imunodeficiências. ADA, adenosina 
desaminase; AID, citidina desaminada 
induzida por ativação; CLP progenitor 
linfoide comum; DP, duplo-positivo; 
RAG, gene ativador de recombinação. 
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Diagnóstico das imunodeficiéncias 


Anomalias nas imunoglobulinas podem ser avaliadas por esti- 
mativas quantitativas; na prática, o limite inferior normal é 
definido arbitrariamente como 2 g/f. A resposta imune 
humoral é avaliada primeiramente por pesquisa de anticorpos 
naturais no soro (iso-hemaglutininas A e B, heteroanticorpo 
contra eritrócitos de carneiro, bactericidinas contra E. coli); 
depois, tenta-se induzir imunização ativa com vacinas contra 
difteria, tétano, coqueluche e poliomielite com organismos 
mortos — mas não vivos. CD19, CD20 e CD22 são os 
principais marcadores usados para contar células B por 
imunofluorescência. 

Os pacientes com deficiência de células T têm testes cuta- 
neos hiporreativos ou não reativos a antígenos como tuber- 
culina, Candida e vírus da caxumba. Pode-se proceder à 
sensibilização cutânea ativa com dinitroclorobenzeno. A rea- 
tividade de células mononucleares do sangue periférico ao 
mitógeno fito-hemaglutinina é um bom indicador da reativi- 
dade dos linfócitos T, bem como a reação a linfócitos mistos 
unidirecional (veja o Capítulo 16). O método mais fácil de 
contagem de células T é a citometria de fluxo com anticorpos 
monoclonais CD3, CD4 e CD8. 

Existem testes in vitro para complemento e para a ação 
bactericida e outras ações dos neutrófilos, enquanto a redução 
de nitroazul de tetrazólio (NBT) ou a estimulação da produ- 
ção de superóxido mede as enzimas oxidativas associadas à 
fagocitose ativa. 


Tratamento das imunodeficiências 
primárias 


A intervenção precoce com antibióticos e antifúngicos tem 
importância imediata, com a opção de antimicrobianos pro- 
filáticos em baixas doses e em longo prazo para evitar reinfec- 
ção e complicações subsequentes como perda auditiva após 
otite média (infecção do orelha média). 


Reposição dos componentes faltantes 


Como mencionado, se houver um doador compatível ade- 
quado, o transplante de células-tronco hematopoéticas da 
medula óssea, sangue periférico ou sangue do cordão é o 
tratamento de escolha e levou à reconstituição de respostas 
imunes em pacientes com várias imunodeficiências primárias, 
incluindo SCID, deficiência de adesão leucocitária, doença 
de Chédiak-Higashi e síndrome de Wiskott-Aldrich. Em 
pacientes com ADA-SCID sem doador compatível, pode-se 
repor a enzima faltante por injeções intramusculares semanais 
de ADA bovina conjugada com polietilenoglicol, que causa 
aumento fenomenal da meia-vida biológica da ADA, de 
alguns minutos, com a enzima livre, para 48 a 72 h, com o 
conjugado. 

As deficiências das respostas humorais podem ser com- 
pensadas de algum modo pela administração intravenosa de 
imunoglobulina (IgIV) a cada 3 a 4 semanas. Nos casos de 
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comprometimento da resposta inata, o tratamento com cito- 
cinas pode ser útil, por exemplo, estimulando os fagócitos 
deficientes na doença granulomatosa crônica por injeção de 
interferon gama. 


Terapia gênica 


O tratamento ideal quando não há transplante compatível é 
a correção do defeito gênico. Os primeiros ensaios de terapia 
gênica nas imunodeficiências primárias foram iniciados há 
mais de 20 anos e houve aperfeiçoamento contínuo dessa 
técnica, com alguns contratempos no caminho. Os pacientes 
tratados por esse procedimento eram, em sua maioria, aqueles 
com ADA"SCID nos quais o gene normal da ADA é inserido 
em um vetor retroviral usado para introduzir o gene funcional 
nas células-tronco hematopoéticas CD34* do próprio paciente 
(Figura 14.9). Mais recentemente essa técnica foi ampliada 
para a substituição do gene defeituoso do receptor de citoci- 
nas Y. em pacientes com esse tipo de SCID, embora nesse 
caso seja necessário mais cuidado, pois alguns desses pacientes 
desenvolveram leucemia depois do tratamento. No entanto, 
em ambos os tipos de SCID a terapia gênica proporcionou 
benefício clínico duradouro com restauração da resposta 
imune contra patógenos comuns. Um pequeno número de 
pacientes com a forma ligada ao X de doença granulomatosa 
crônica foi tratado com um gene gp91”* funcional com 
resultados encorajadores. O progresso futuro dependerá de 
aperfeiçoamentos no planejamento de vetores para aumentar 
a eficiência e a segurança da transferência gênica e de alvos 
mais precisos dos locais de integração gênica. Propôs-se o uso 
de vetores lentivirais autoinativadores (os lentivírus, que 
incluem o HIV, são uma subfamília dos retrovírus) que 
incluem promotores tecido-específicos, embora ainda seja 
necessário estabelecer sua eficácia e segurança. 


Imunodeficiência secundária 


Muitos fatores podem causar depressão inespecífica da reati- 
vidade imune. A imunidade celular em especial pode estar 
comprometida em um estado de desnutrição, mesmo do grau 
encontrado em áreas urbanas das regióes mais ricas do mundo. 
A deficiência de ferro é particularmente importante nesse 
aspecto, assim como as deficiências de zinco e selênio. 

Não é raro que as infecções virais causem imunossupres- 
são, e atribuiu-se a acentuada queda da imunidade celular que 
acompanha o sarampo à supressão específica da produção de 
IL-12 por ligação cruzada viral de CD46 na superfície do 
monócito (proteína do cofator da membrana; veja a p. 384). 
O mais notório vírus imunossupressor, o vírus da imunode- 
ficiência humana (HIV), será apresentado na próxima seção. 
Na hanseníase lepromatosa e na malária, há indícios de limi- 
tação da reatividade imune imposta pela distorção das vias de 
trânsito linfoide normal e, além disso, na malária, a função 
dos macrófagos parece ser aberrante. A perda do equilíbrio 
entre células Th1 e Th2 em razão da infecção também pode 
deprimir o subgrupo mais apropriado para proteção imune. 
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Figura 14.9 Terapia gênica. Em um vetor retroviral típico, os genes Gag (proteína do core), Pol (transcriptase reversa [RT]) e Env 
(envoltório viral) são substituídos pelo gene terapêutico, juntamente com as sequências reguladoras promotoras (P) e acentuadoras 
(E) apropriadas. As repetições terminais longas (LTR) 5’ e 3’ incluem sequências implicadas na integração gênica, e a sequência y 
(psi) coordena o empacotamento do ácido nucleico viral. O vetor retroviral que contém o gene terapêutico é transfectado em uma 
linhagem celular empacotadora contendo genes previamente integrados que codificam as proteínas Gag, Pol e Env essenciais. As 
partículas virais produzidas por essa linhagem celular não terão o gene para essas proteínas e, portanto, não podem produzir 
outras partículas infecciosas após a introdução do gene terapêutico nas células-tronco hematopoéticas do hospedeiro. Nas células 
do paciente, há transcrição reversa do RNA viral em DNA bifilamentar, que subsequentemente se integra ao DNA cromossômico do 
hospedeiro. Então, o gene terapêutico pode ser transcrito para o mRNA para produção de um tipo funcional da proteína 


previamente defeituosa. 


Muitos agentes terapêuticos, como raios X, fármacos cito- 
tóxicos e corticosteroides, podem ter efeitos diretos sobre o 
sistema imune. Os distúrbios linfoproliferativos B, como a 
leucemia linfocítica crônica, o mieloma e a macroglobuline- 
mia de Waldenstrom, estão associados a graus variados de 
hipogamaglobulinemia e diminuição das respostas de anticor- 
pos. As infecções comuns por bactérias piogênicas contrastam 
com a situação na doença de Hodgkin, na qual os pacientes 
apresentam todas as características de deficiência da imuni- 
dade celular — suscetibilidade ao bacilo da tuberculose, 
Brucella, Cryptococcus e ao vírus do herpes-zóster. 
Síndrome de imunodeficiência 
adquirida (AIDS) 


A síndrome de imunodeficiência adquirida (AIDS) é uma 
doença devastadora que já havia matado mais de 25 milhões 
de pessoas no fim de 2008. De acordo com o relatório de 
2008 da UNAIDS, cerca de 35 milhões de pessoas têm atual- 
mente o vírus da imunodeficiência humana (HIV), respon- 
sável pela AIDS (Figura 14.10). Só em 2008 houve quase 
3 milhões de novas infecções. O epicentro da doença é a 
África Subsaariana, com quase dois terços das infecções mun- 


diais pelo HIV e uma taxa estimada de 5% de infecção de 
adultos. Até o fim de 2008, 14 milhões de crianças na África 
Subsaariana tinham ficado órfás por causa da AIDS. Cada vez 
mais, o HIV/AIDS tem uma face feminina; mulheres acima 
de 16 anos representam quase 50% de todas as pessoas que 
tém HIV ou AIDS (próximo de 60% na África Subsaariana) 
ea taxa de infecção está aumentando. Outro dado demográ- 
fico importante é o acometimento de pessoas de 15 a 24 anos, 
que representam um terço dos infectados. 

O primeiro caso de AIDS foi descrito em 1981. A sín- 
drome foi caracterizada por predisposição a infecções opor- 
tunistas, isto é, infecções facilmente evitadas por um sistema 
imune com função normal; a incidência de um tipo agres- 
sivo de sarcoma de Kaposi ou linfoma de células B; e a 
depleção concomitante de células T CD4*. Suspeitou-se de 
que a AIDS fosse causada por um vírus previamente desco- 
nhecido, transmitido por contato com líquidos corporais, e 
em 1983 o HIV-1 foi isolado e identificado. Há, na verdade, 
dois HIV estreitamente relacionados, o HIV-1 e o HIV-2, 
menos virulento, que diferem tanto na origem quanto na 
sequência. A maioria dos casos de AIDS é causada pelo 
HIV-1. O HIV-2 é encontrado principalmente no oeste da 


África. 
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Figura 14.10 Estimativa de adultos e crianças com HIV no final de 2008 em todo o mundo. Estima-se que um total de 33,4 
(31,1 a 35,8) milhões de indivíduos estejam infectados (dados do website da UNAIDS, http://www.unaids.org). 


Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2 originaram-se em prima- 
tas não humanos. Com base nas semelhanças de sequências 
(Figura 14.11) com os vírus da imunodeficiência símia (SIV), 
o HIV provavelmente é o produto da evolução dos SIV 
estreitamente relacionados que passaram de seus hospedeiros 
primatas não humanos para seres humanos entre o início e o 
meio do século XX. O parente mais próximo do HIV-1 é o 
SIVcpz, cujo hospedeiro natural é o chimpanzé, Pan troglody- 
tes. O HIV-2 é mais semelhante ao SIVsmm do mangabei, 
Cercocebus atys. O mapeamento filogenético e as análises de 
sequências indicam várias zoonoses independentes de SIV 
e SIVimm no último século. A principal hipótese é de que o 
SIV op € O SIVsmm foram transmitidos para seres humanos por 
exposição da pele ou da mucosa a sangue de animais infecta- 
dos. Esse quadro é compatível com a exposição direta fre- 
quente de caçadores de animais selvagens ao sangue de 
primatas. 

De acordo com as sequências virais, o HIV-1 é classificado 
em quatro grupos: M (main), O (outlier), N (não M, não O) 
e P (um vírus recém-descoberto provavelmente transmitido 
de gorilas para seres humanos), e cada um deles representa 
uma zoonose diferente (Figura 14.11). O HIV-2 é classificado 
em oito grupos, de A a H. O HIV-1 do grupo M disseminou-se 
por todo o mundo e é subclassificado em clados A a K, que 
predominam em diferentes regiões geográficas. Os outros três 
grupos, N, O e P, estão basicamente limitados ao Gabão, 
Camarões e países vizinhos do oeste da África. 


A evolução dos diferentes clados do grupo M provavel- 
mente ocorreu na população humana após um evento de 
transmissão cruzada entre espécies. A descoberta de um 
isolado de HIV-1 de 1959 que parece ser um ancestral dos 
clados B e D é compatível com essa hipótese. Além disso, a 
descoberta recente de um segundo isolado de 1960, muito 
divergente do isolado de 1959, mostra que o vírus já havia 
sofrido considerável diversificação há 50 anos. Estima-se que 
o ancestral comum mais antigo do grupo M date do início 
do século XX, sugerindo que o HIV-1 vem infectando seres 
humanos há mais tempo do que se pensava, não notado cli- 
nicamente em populações da África Centro-Ocidental. A 
disseminação inicial da AIDS pode ter resultado de vários 
fatores econômicos, sociais e comportamentais (p. ex., uso de 
agulhas não esterilizadas para injeção parenteral e vacinação) 
que facilitaram a transmissão do vírus. 

Em geral, o HIV não causa AIDS de imediato e ainda há 
controvérsia em relação ao mecanismo preciso de danos ao 
sistema imune pelo vírus e se todos os indivíduos infectados 
pelo HIV-1 sempre desenvolverão a doença. Grandes passos 
foram dados desde a identificação do HIV, mas muitos dados 
ainda são um enigma e é difícil encontrar uma cura ou vacina. 


Evolução clínica da doença: da infecção 
à AIDS 


A infecção inicial costuma ocorrer por exposição a líquidos 
corporais de uma pessoa infectada. O HIV é encontrado na 
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Figura 14.11 Evolução dos vírus da 
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forma de particulas virais livres e células infectadas no 
sémen, no líquido vaginal e no leite materno. Atualmente, 
a via mais comum de transmissão em todo o mundo é a 
relação sexual. O uso de agulhas contaminadas para admi- 
nistração intravenosa de drogas e o uso de sangue e deriva- 
dos para fins terapêuticos também são meios comuns de 
infecção pelo HIV. A pesquisa de HIV no sangue doado 
praticamente eliminou a transmissão por administração aci- 
dental de sangue humano infectado nos países desenvolvi- 
dos. Outra importante via de transmissão é de mães 
infectadas para os filhos. As mães podem transmitir HIV 
para o filho durante o parto ou ao amamentar. Na África, a 
taxa de transmissão perinatal é de cerca de 25%. A chance 
de transmissão perinatal é significativamente reduzida com 
a terapia antirretroviral materna. 

Duas a 8 semanas após a infecção (Figura 14.12), 80% 
das pessoas têm viremia aguda. Os sintomas assemelham-se a 
uma gripe e compreendem febre alta, dor de garganta, cefaleia 
e aumento de volume dos linfonodos. Esse quadro é denomi- 
nado síndrome retroviral aguda e os sintomas cessam espon- 
taneamente em 1 a 4 semanas. Durante essa fase aguda, há 
uma explosão da replicação viral, sobretudo nas células T 
CD4* intestinais, e um declínio acentuado correspondente 
das células T CD4* circulantes. Nesse momento, a maioria 
das pessoas também inicia uma forte resposta de células T 
CD8* HIV-específicas (Figura 14.12), que destrói as células 
infectadas, seguida por produção de anticorpos HIV- 
específicos (soroconversão). As células T CD8* são conside- 
radas importantes no controle da viremia primária. Os níveis 
de vírus alcançam um pico e caem à medida que as células T 
CD4* ressurgem, mas em níveis ainda abaixo do normal (800 
células/m/ em comparação com 1.200 células/m4). Atual- 
mente, o nível de vírus persistente no sangue depois de ces- 
sarem os sintomas de viremia aguda (o “ponto de equilíbrio”) 
é o melhor indicador do prognóstico. 


Cell 108, 305-312.) 


Após a infecção primária, segue-se um período de latência 
clínica (assintomático ou com poucos sintomas) durante o 
qual o HIV continua a se multiplicar, enquanto há declínio 
gradual da função e do número de células T CD4*. Existem 
vários mecanismos propostos de contribuição para a depleção 
de células T CD4* durante a infecção pelo HIV. Primeiro, há 
os efeitos citopáticos diretos do vírus sobre a célula T hospe- 
deira. Segundo, as células infectadas têm maior suscetibili- 
dade à indução de apoptose. Terceiro, efeitos inespecíficos 
(bystander) podem levar à perda de células não infectadas por 
exposição a produtos virais ou moléculas que levam à ativação 
imune. Por fim, há eliminação de células T CD4* infectadas 
por células T CD8* que reconhecem os peptidios virais exi- 
bidos pelo MHC classe I. 

A grande maioria dos individuos infectados pelo HIV 
desenvolve AIDS com o passar do tempo. O período assinto- 
mático costuma durar entre 2 e 15 anos; no entanto, o número 
de células T CD4* funcionais acaba por cair abaixo de um 
limiar (cerca de 400 células/m/) e começam a surgir infecções 
oportunistas. Depois que o número de células T CD4* cai 
abaixo de 200 células/m£, diz-se que a pessoa tem AIDS. 

Nos estágios iniciais da doença pelo HIV-1, os micróbios 
oportunistas típicos que escapam do sistema imune celular 
comprometido são espécies orais de Candida e o Mycobacterium 
tuberculosis, que causam monilfase oral e tuberculose, respec- 
tivamente. Mais tarde, os pacientes costumam ter herpes- 
zóster por ativação de vírus varicela-zóster latente de um caso 
prévio de varicela. Também é comum o desenvolvimento de 
linfomas de células B induzidos por EBV e sarcoma de 
Kaposi, um câncer de células endoteliais, provavelmente por 
causa dos efeitos das citocinas secretadas em resposta tanto à 
infecção pelo HIV existente quanto por um herpes-vírus 
(HHV-8) encontrado nesses tumores. A coinfecção de hepa- 
tite C/HIV também é comum e o avanço da hepatite C é 
acelerado. A pneumonia pelo fungo Pneumocystis jirovecii é 
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Figura 14.12 A evolução típica da infecção pelo HIV. A infecção primária é caracterizada por rápida elevação do virus no plasma 
e rápido declínio das células T CD4* circulantes. Os níveis plasmáticos do vírus alcançam um pico e caem a um nível baixo e quase 
constante (“o ponto de equilíbrio”), preditivo do tempo de avanço até a doença. A contagem de células T CD4* recupera-se um 
pouco, mas o nivel continua mais baixo que antes da infecção. A resposta de células T CD8* HIV-especificas é ativada quando o 
nível de vírus é máximo e provavelmente é importante para controlar a infecção primária. A resposta de anticorpos HIV-especificos 
demora um pouco mais para se iniciar e ocasiona soroconversão. O início da resposta de anticorpos neutralizantes é ainda mais 
lento (veja a Figura 14.17). A infecção primária é seguida por latência clínica durante um período da ordem de uma década. Não há 
sintomas aparentes, mas a depleção de células T CD4* nos tecidos linfoides continua. Por fim, a depleção de células T CD4* é tão 
acentuada que a resistência a infecções oportunistas começa a diminuir, o que acaba por levar ao colapso completo do sistema 


imune ativo e à morte. A intervenção farmacológica pode reduzir 
depleção de células T CD4*. 


frequente em pacientes e costumava ser fatal antes da intro- 
dução de terapia antifúngica eficaz. Nos estágios finais da 
AIDS, os principais patógenos causadores de infecção são 
Mycobacterium avium e citomegalovírus. As infecções respira- 
tórias são a principal causa de morte em vítimas de AIDS. 
Embora as infecções e cânceres citados sejam típicos, nem 
todos os pacientes com AIDS têm essas doenças e também 
há vários outros tumores e infecções dignos de nota, embora 
menos proeminentes. 

O tempo de avanço da infecção pelo HIV para AIDS varia 
muito em razão das variações genéticas no vírus e/ou hospe- 
deiro. Por exemplo, alguns vírus são naturalmente atenuados 
e estão associados ao avanço mais lento da doença. O tipo de 
HLA do hospedeiro pode ser importante. A homozigosidade 
do HLA classe I está ligada ao avanço mais rápido, provavel- 
mente por uma resposta menos diversa das células T à infec- 
ção. Certos tipos de HLA estão associados a diferentes 
prognósticos: HLA-B57 e HLA-B27 estão associados ao 
avanço mais lento, enquanto HLA-B35 está associado ao 
avanço mais rápido. Também há indivíduos altamente resis- 
tentes à infecção pelo HIV por terem uma mutação no recep- 
tor CCR5 da quimiocina, que serve como correceptor para 
HIV, como discutido adiante. 


a carga viral plasmática abaixo do nível de detecção e evitar a 


Dois pequenos grupos de pessoas despertam especial inte- 
resse para os pesquisadores em razão da capacidade de não 
adoecer após exposição ao HIV. O primeiro grupo, sobrevi- 
ventes em longo prazo ao HIV, é claramente infectado pelo 
vírus, mas controla a replicação viral em baixos níveis e não 
desenvolve a doença. Nesse grupo, alguns indivíduos quase 
não têm vírus detectáveis e são denominados controladores 
de elite. O segundo grupo, de indivíduos soronegativos com 
alta exposição, foi exposto repetidas vezes ao HIV, mas não 
tem doença nem vírus detectável. É intrigante notar que 
alguns membros desse último grupo parecem ter células T 
CD8* HIV-específicas, sugestivas de exposição prévia ao vírus 
ou ao menos a antígenos virais não infecciosos. Não está claro 
se a resposta imune observada é responsável pela eliminação 
da infecção pelo HIV. Essas pessoas, porém, são o foco de 
grande interesse para o planejamento e o desenvolvimento de 
vacinas. Agora examinaremos aspectos essenciais do próprio 
vírus, incluindo o tropismo celular, o genoma e o ciclo vital. 


Genoma do HIV-1 


O HIVA é um retrovirus, o que significa que tem um genoma 
de RNA, mas que a replicação passa pelo DNA com a parti- 
cipação da enzima transcriptase reversa. Pertence a um grupo 
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de retrovirus chamados lentivirus, do latim /entus, que signi- 
fica “devagar”, em razão da evolução lenta da doença asso- 
ciada à infecção por esses vírus. O genoma do HIV-1 é 
composto de aproximadamente 9 kb de RNA, formado por 
nove diferentes genes que codificam 15 proteínas. Duas 
cópias do genoma unifilamentar são embaladas na partícula 
do vírus juntamente com outras enzimas e proteínas acessó- 
rias. Três matrizes de leitura codificam poliproteínas de Gag 
(antígeno grupo-específico), Pol (polimerase) e Env (envoltó- 
rio), que são clivadas proteoliticamente em proteínas estrutu- 
rais e enzimas individuais (Figura 14.13). A poliproteína Gag 
é clivada em quatro proteínas estruturais, MA (matriz), CA 
(capsídio), NC (nucleocapsídio) e p6, enquanto Env é clivada 
em duas, SU (gp120 de superfície) e TM (gp41 transmem- 
brana). A clivagem de Pol produz as enzimas PR (protease), 
RT (transcriptase reversa) e IN (integrase), encapsuladas na 
partícula viral. Também há codificação de várias proteínas 
acessórias, três delas — Vif, Vpr e Nef — são embaladas 
dentro da partícula viral. As demais proteínas acessórias são 
Tat, Rev e Vpu. As funções das 15 proteínas do HIV são 
resumidas na Figura 14.13 e analisadas em relação ao ciclo 
vital do HIV adiante. 


Ciclo vital do HIV-1 
Entrada viral 


Acredita-se que a fixação inicial do vírus à célula seja mediada 
principalmente por interações inespecificas entre as espiculas do 
envoltório existentes na superfície do vírus e as moléculas-alvo 
na superfície das células T. A espícula do envoltório é um 
trímero de heterodímeros composto de subunidades glicopro- 
teína de superfície (gp120) e glicoproteína transmembrana 
(gp41) em associação não covalente. As porções açúcar e as 
áreas com carga positiva na gp120 provavelmente medeiam a 
ligação às lectinas da superfície celular e às proteoglicanas do 
sulfato de heparana de carga negativa, respectivamente. 

O primeiro evento de ligação receptor-específico ocorre 
quando gp120 na espícula do envoltório viral ocupa CD4 na 
superficie da célula T-alvo (Figura 14.14). O HIV-1 infecta 
especificamente as células que expressam CD4, incluindo 
linfócitos T, macrófagos e células dendríticas. CD4 liga-se 
com alta afinidade a uma cavidade recuada de gp120 revelada 
por uma estrutura de gp120 em complexo com CD4. Esse 
evento de ligação estimula várias alterações da conformação 
em gp120 que expõem e formam o local de ligação do cor- 
receptor. Na maioria das vezes o correceptor é o receptor da 
quimiocina CCR5 ou CXCR4. Esses receptores normalmente 
atuam por quimioatração, na qual as células imunes movem-se 
de acordo com gradientes de moléculas de quimiocinas até 
locais de inflamação. Os HIV-1 costumam ser agrupados pelo 
uso do correceptor. Os vírus R5 usam CCRS, os vírus X4 
usam CXCR4 e os vírus trópicos duplos R5X4 usam tanto 
CCRS5 quanto CXCR4. Os vírus R5 necessitam de baixos 
níveis de CD4 expresso na superfície de células T-alvo, 
enquanto os virus X4 necessitam de níveis maiores. Assim, a 


expressão diferencial de CD4 e correceptores torna os dife- 
rentes tipos (ou subtipos) de células T mais suscetíveis à 
infecção por vírus X4 ou R5: os vírus X4 infectam células T 
CD4* virgens (naive) e células dendríticas maduras, enquanto 
os alvos preferidos in vivo dos vírus R5 são células dendríticas 
imaturas, macrófagos e células T CD4* de memória ou efe- 
toras ativadas. A princípio, as variantes R5 eram identificadas 
como “macrófago-trópicas” quando as variantes eram classi- 
ficadas de acordo com as linhagens celulares nas quais pode- 
riam crescer in vitro, e da mesma maneira os virus X4 eram 
identificados como “linfócito-trópicos”. Essas designações 
iniciais de variantes do HIV induzem a erro, pois os vírus R5 
infectam linfócitos, e, assim, foram modificadas para refletir 
o uso do correceptor. 

A ligação do correceptor induz alterações da conformação 
na glicoproteína transmembrana, gp41, que resulta na expo- 
sição do peptídio de fusão N-terminal altamente hidrofóbico 
de gp41, antes oculto na estrutura da espícula. O peptídio de 
fusão insere-se na membrana da célula T hospedeira como 
um arpão, desestabilizando a membrana da célula T-alvo e 
gerando um intermediário de fusão gp41 a.-helicoidal esten- 
dido, designado “intermediário pré-hairpin”. Esse interme- 
diário é instável e sofre fácil colapso sobre si mesmo, formando 
um feixe de seis hélices, ou “alça hairpin”, que compreende 
três hélices œ internas antiparalelas a três hélices œ externas. 
A única estrutura de alta resolução de gp41 disponível até 
hoje é a de gp41 nessa suposta forma pós-fusão. Acredita-se 
que o colapso de gp41 nesse feixe de seis hélices extrema- 
mente estável proporcione a força termodinâmica para fusão. 
Os feixes de seis hélices são um motivo estrutural comum 
entre outras proteínas de fusão virais e celulares; outros vírus 
que têm proteínas de superfície com semelhanças estruturais 
a gp41 são o virus influenza, SARS e virus Ebola. Embora 
não se compreenda bem como a formação de feixes de seis 
hélices permite a fusão de membranas celulares e virais, se a 
formação do feixe for impedida usando-se análogos peptídi- 
cos que competem pela ocupação das hélices œ externas, a 
fusão também é impedida. Um desses peptídios foi transfor- 
mado em fármaco contra o HIV, o primeiro de uma classe 
de fármacos denominados inibidores da entrada viral. 

A fusão é um processo de alta cooperação que ocorre em 
minutos; propôs-se que requer a interação de uma a várias 
espículas com receptores e correceptores correspondentes para 
ser um processo eficiente. 

Após a fusão, a partícula viral perdeu seu envoltório exte- 
rior, e o core viral, ou complexo de transcrição reversa, per- 
manece. Esse complexo é formado por dois RNA virais, RT, 
IN, tRNA”, matriz (p17), nucleocapsídio (p7), proteína do 
capsídio (p24) e Vpr. 


Transcrição reversa e integração 


No trajeto até o núcleo, a RT usa as duas moléculas de RNA 
monofilamentares contidas no core viral como molde para 
converter o genoma viral em uma cópia de cDNA bifilamen- 
tar do genoma viral. A RT não tem mecanismo de revisão e 


Capitulo 14 | Imunodeficiéncia 397 


LTR vif vpu env nef 

Repetição terminal longa Fator de infectividade viral Proteína viral U Proteína gp160 do Efetor negativo (p24) 

* Contém regiões de controle | (p23) * Promove a envoltório * Promove a diminuição da 
que se ligam a fatores de * Causa depleção das degradação de * Clivada no retículo expressão de CD4 e MHC I 
transcrição do hospedeiro reservas intracelulares CD4einfluenciaa | endoplasmático em na superfície 


dos fatores antirretrovirais 
APOBECSG, assim 
bloqueando a incorporação 
desse fator pelo vírion 


(NFkB, NFAT, Sp1, TBP) 

* Necessária para o início 
da transcrição 

* Contém elemento de 
resposta TRANS-ativadora 
(TAR) do RNA que se liga 
a Tat 6\vif 


liberação do virion 


gp120 (SU) e gp41 (TM) 
* gp120 medeia a 


* Bloqueia a apoptose 
* Estimula a infectividade do 


ligação do receptor de virion 
quimiocina e CD4, * Altera o estado de ativação 
enquanto gp41 medeia | celular 
a fusão * O avanço para doença 
* Contém elemento de tornou-se muito mais lento na 
resposta do RNA (RRE) | ausência de Nef 
que se liga a 
Rev 


vs Jus 


complexo de pré-integração 
(PIC) do HIV. 

* CA, capsídio (p24) 
Liga-se à ciclofilina A 

* NC, nucleocapsídio (p7) 
Dedo de Zn; proteína de 
ligação ao RNA 
Interage com Vpr; contém 
domínio tardio (PTAP) que 
se liga a TSG101 e participa 
etapas terminais do 
brotamento do vírion 


gag pol vpr rev tat 
Pr559%9 Polimerase Proteína viral R (p15) | Regulador da expressão | Ativador da transcrição (p14) 
* Poliproteina processada * Codifica várias * Promove a gênica viral (p19) * Liga-se a TAR 
por PR enzimas virais, interrupção do * Liga-se a RRE * Na presença de ciclina T1 
* MA, Matriz (p17) entre elas PR (p10), ciclo celular G2 * Inibe a recomposição e CDK9 do hospedeiro, 
Sofre miristilação que RT e RNASE H * Facilita a infecção de RNA viral e estimula o alongamento 
ajuda a direcionar a (p66/51) e IN (p32), de macrófagos promove a exportação da Pol Il de RNA no molde 
poliproteína Gag para todas processadas pelo HIV nuclear de RNA virais do DNA viral 
balsas lipídicas; implicada por PR incompletamente 
na importação nuclear de recompostos 


Figura 14.13 O genoma do HIV-1. A figura mostra a organização do genoma e resume as funções dos produtos gênicos. 
(Gentilmente cedida por Warner Greene; segundo Greene W.C. & Peterlin B.M. (2002) Nature Medicine 8, 673-680.) 


introduz aproximadamente uma mutação por genoma por 
transcrição reversa. A RNase H degrada o molde de RNA 
enquanto o DNA do filamento de sentido negativo é sinteti- 
zado e a DNA polimerase catalisa a criação de um genoma 
de cDNA viral bifilamentar. 

Após a transcrição reversa, o complexo contém pratica- 
mente os mesmos fatores que antes, exceto pela substituição 
do genoma de RNA por um genoma de cDNA recém-sinte- 
tizado. Esse complexo é denominado complexo de pré-inte- 
gração e é translocado para o núcleo, possivelmente via 
filamentos de actina e microtúbulos por um mecanismo com- 
preendido apenas em parte, dado o grande tamanho do 
complexo. 

A integração do genoma do cDNA viral ao genoma da 
célula T do hospedeiro é mediada por integrase e pelas ações 
de várias proteínas do hospedeiro (Figura 14.14). Isso requer a 
sequência LTR viral e é direcionado de preferência para áreas 
de transcrição ativa. A integração pode levar ao cDNA viral 
latente ou de transcrição ativa denominado provirus. O provi- 


rus ativo serve como molde para replicação viral e transcrição. 
A latência explica a incapacidade das terapias virais empregadas 
até hoje de eliminar por completo o vírus de pessoas infectadas 
e éo grande desafio para a cura completa da infecção pelo HIV. 
O número de células com infecção latente em uma pessoa 
infectada é muito baixo, da ordem de 10° a 10º. 


Replicação 


A replicação do vírus começa após a integração, com produ- 
ção de transcritos virais nascentes por RNA polimerases celu- 
lares (Figura 14.14). A transcrição é regulada por proteínas 
que se ligam dentro das sequências de LTR, que ladeiam o 
genoma do vírus. Por exemplo, a ativação de células T resulta 
na expressão do fator de transcrição NF«B. O NF«B liga-se 
a vários promotores, incluindo àqueles no 5'-LTR. 

A produção das proteínas virais é bifásica. Na fase inicial 
(também chamada fase Rev-independente), os transcritos 
virais são totalmente processados (i. e., todos os locais de 
recomposição [splice] interna são usados), poliadenilados e 
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Figura 14.14 Etapas do ciclo de 
replicação do HIV (cortesia de 
NIAID). 
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exportados para o citoplasma como todos os outros transcri- 
tos celulares. A tradução desses transcritos cria três produtos 
gênicos: Tat, Rev e Nef. Assim como outros vírus, o HIV-1 
usa totalmente um único molde e, portanto, para que os 
outros genes sejam expressos, são empregados padrões alter- 
nativos de recomposição (splicing) (quatro locais diferentes de 
recomposição 5", oito locais diferentes de recomposição 3’); 
no entanto, isso só ocorre depois de ser alcançado um limiar 
crítico de Rev no núcleo. Um sinal de localização nuclear na 
terminação N de Rev a reconduz ao núcleo pós-tradução com 
a ajuda do fator celular importina B. Esse domínio rico em 
arginina também serve como local de ligação para um alvo 
de RNA, o elemento de resposta Rev (RRE), localizado 
dentro do íntron env de todos os mRNA com recomposição 
incompleta. A recomposição de transcritos de HIV por fatores 
de recomposição celular é um processo ineficiente, o que dá 
tempo para a ligação de Rev ao RRE. Há multimerização 
cooperativa de Rev (até 12 outros monômeros Rev) ao longo 
do RNA e esse complexo Rev-RRE associa-se à exportina/ 
Crm-1 por meio de um sinal de exportação nuclear na ter- 
minação C de Rev. Isso permite o transporte eficiente dos 
transcritos parcialmente recompostos ou não recompostos do 
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núcleo para o citoplasma antes que os fatores de recomposição 
sejam capazes de processar os transcritos. 

Essas ações de Rev possibilitam o início da segunda fase 
da expressão gênica, e os mRNA parcialmente recompostos e 
não recompostos são traduzidos em Env, Vif, Vpr e Vpu e em 
Gag e Gag-Pol, respectivamente. Essa é uma adaptação crucial 
por parte do vírus, já que transcritos com íntrons normal- 
mente são retidos e degradados se não puderem ser processa- 
dos. Sem Rev, o HIV-1 não é capaz de transportar seu material 
genético (contendo vários íntrons) para o citoplasma, onde 
são montadas as partículas virais recém-sintetizadas; na 
verdade, em experiências nas quais Rev é retirada do genoma, 
os clones virais produzidos não conseguem se replicar. 

Tat e Nef também são essenciais na replicação do HIV. 
Na ausência de Tat, a transcrição começa, mas não há alon- 
gamento eficiente da polimerase ao longo do genoma viral. 
Tat liga-se a uma estrutura bem definida no RNA, recruta 
fatores de alongamento positivo e promove a taxa de replica- 
ção viral. Nef tem ação diferente de Tat e Rev; não se liga 
diretamente ao RNA viral, mas atua no ambiente da célula 
infectada e favorece a replicação. As atividades de Nef incluem 
a capacidade de afetar as cascatas de sinalização, diminuir a 


expressão de CD4 na superficie da célula infectada e promo- 
ver a geração de mais vírions infecciosos, além da dissemina- 
ção do vírus. Além disso, por diminuição da expressão das 
moléculas do MHC classe I na superfície celular, Nef com- 
promete as respostas imunológicas contra o HIV e inibe a 
apoptose, assim prolongando a vida da célula infectada e 
aumentando a replicação viral. 

O número de mecanismos pelos quais o HIV promove a 
própria reprodução é espantoso. Reflete a rápida renovação e 
a infidelidade inerente na replicação do HIV. O vírus exami- 
nou um enorme número de diferentes interações proteína- 
-proteína e proteína-ácido nucleico em sua dança com seres 
humanos e a pressão de seleção criou interações que favore- 
cem a sobrevivência e a expansão do vírus. Essa evolução 
ocorre em uma escala de tempo muito menor que a normal. 


Montagem, brotamento e maturação do vírus 


A montagem de novas culas virais ocorre na membrana 
plasmática da célula infectada (Figura 14.4). Uma das proteí- 
nas virais traduzidas no citosol durante a fase tardia da expres- 
são gênica é a p55, proteína precursora de Gag. A p55 segue 
até a membrana plasmática ou endossomos tardios e se fixa à 
dupla camada lipídica, onde glicoproteínas Env estão fixadas 
pela âncora transmembrana de gp41. A montagem depende 
da proteína celular HP68 que se liga a p55 e promove a 
formação de um core viral imaturo. Outras proteínas estrutu- 
rais virais são montadas na membrana celular com duas cópias 
do genoma de RNA viral, RT, protease e integrase e são 
acondicionadas em uma partícula viral imatura. Uma das 
principais proteínas estruturais é p6, que conecta o core viral 
aos componentes do complexo endossômico de seleção nos 
locais de brotamento na membrana plasmática e endossomos 
tardios. Logo antes do brotamento, outros fatores do hospe- 
deiro, que incluem fatores de restrição virais citoplasmáticos, 
como APOBEC3G, podem ser incorporados ao vírion. 
Coincidente com o brotamento do vírion imaturo da mem- 
brana plasmática, há processamento proteolítico do capsídio, 
com geração da partícula viral madura. 

APOBEC3G é uma molécula interessante que pode res- 
tringir a replicação viral por desaminação da citidina do DNA 
e consequente perda da atividade dos genomas virais. A pro- 
teína Vif do HIV-1 liga-se a APOBEC3G e, designando-a 
como alvo para degradação profissional, reduz sua incorpora- 
ção aos vírions. A APOBEC3G é expressa em células primá- 
rias como linfócitos e macrófagos e, por isso, Vif é essencial 
para a replicação viral nessas células. 

Outro importante fator de restrição do HIV-1 é TRIMSa, 
responsável pela resistência de células de primatas à infecção 
por diversos retrovírus. O alvo é a proteína do capsídio e 
bloqueia uma etapa inicial da infecção por retrovírus antes da 
transcrição reversa. Por fim, a teterina é uma molécula que 
suprime a liberação de vírus pelas células infectadas — sua 
ação pode ser neutralizada pela proteína Vpu do HIV-1. 

Concluindo, é importante notar que grande parte da pro- 
pagação de infecção pelo HIV-1 in vivo provavelmente ocorre 
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por disseminação do vírus célula a célula, e não por partículas 
virais livres. As proteínas Env na superfície da célula infectada 
ocupam receptores em células T-alvo vizinhas, mas a transfe- 
rénciade HIV-1 ainda requer brotamento viral. Aparentemente, 
há transferência direcionada das partículas de HIV-1 por 
meio de locais de contato entre células T infectadas e não 
infectadas em um arranjo que foi denominado sinapse viro- 
lógica, por semelhança com a sinapse imunológica observada 
entre células T e células dendríticas. Nef promove a formação 
dessas sinapses entre macrófagos infectados e células T. 


Transmissão vaginal de HIV e estágios iniciais 
de infecção 


Agora a maioria das infecções pelo HIV é adquirida por trans- 
missão heterossexual, na maioria das vezes por mulheres 
mediante relação sexual vaginal. Houve, portanto, um aumento 
do foco na compreensão do mecanismo de transmissão vaginal 
e como se poderia intervir para evitar a transmissão. O modelo 
SIV/macaco foi muito útil nessa área (Figura 14.15). Parece 
que o vírus luta em condições de inferioridade nas fases iniciais 
da infecção, mas, assim que ganha uma posição segura, as 
circunstâncias modificam-se rapidamente em favor do vírus até 
o ponto em que o avanço da doença é quase inevitável se não 
houver intervenção farmacológica. 

O principal problema encontrado pelo vírus é a barreira 
mucosa. Se essa barreira estiver danificada, por exemplo, por 
doenças genitais ulcerativas, vaginose bacteriana ou depois do 
uso de alguns microbicidas, como nonoxinol-9, aumentam as 
taxas de transmissão. Se a barreira estiver intacta, pouquissi- 
mos vírus conseguem atravessá-la, provavelmente por peque- 
nas rupturas ou por transporte nas células dendríticas. As 
células dendríticas (DC) expressam lectinas tipo C, como 
DC-SIGN e DC-SIGNR, que se ligam a glicanas ricas em 
manose exibidas na superfície da gp120, assim capturando 
vírions que podem ser interiorizados em um compartimento 
não lisossômico de baixo pH, onde continuam infecciosos. 
Depois de atravessar a barreira, o vírus livre infecta células 
T-alvo como as células T CD4’, macrófagos e células dendri- 
ticas na lâmina própria. Vírus infecciosos dentro das células 
dendríticas podem entrar em células T CD4* em repouso e 
ativadas via conjugados de células dendríticas-células T 
quando são observadas explosões de replicação viral nas sinap- 
ses das células dendríticas-células T. Além disso, o aumento 
da expressão de DC-SIGN e B-quimiocinas nas células den- 
dríticas, induzido por Nef do HIV-1, pode promover a aglo- 
meração de linfócitos e a disseminação viral. Outros estudos 
sugerem que Nef também pode alterar as características fisio- 
lógicas de macrófagos infectados e promover as condições 
para disseminação viral. 

Todavia, nesse momento, há apenas uma pequena popula- 
ção fundadora de células infectadas, que precisam disseminar 

a infecção para as células suscetíveis na mucosa, que são relati- 
vamente poucas e dispersas. A infecção ainda é frágil e prova- 
velmente suscetível à intervenção nesse momento. Então, em 
um período que varia de 1 dia a 1 semana, o vírus chega ao 
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Figura 14.15 Tempo, locais e principais eventos na transmissão vaginal do HIV/SIV. O modelo animal macaco rhesus com SIV 
oferece uma janela para observar a infecção inicial. Em horas, o vírus no inóculo pode ter acesso, através de rupturas na barreira 
epitelial mucosa, a células-alvo suscetíveis. A princípio, a pequena população fundadora infectada focal é composta principalmente 
de células T CD4 em repouso infectadas. Há expansão local da população fundadora nessas células T CD4 “em repouso” e nas 
ativadas. A expansão local é necessária para disseminar a infecção para o linfonodo de drenagem e, em seguida, pela corrente 
sanguínea para estabelecer uma infecção autopropagadora em órgãos linfoides secundários. Atravessando a barreira, as pequenas 
populações fundadoras (com o risco associado de que a taxa reprodutiva básica, Ro, caia abaixo de um) e a expansão local são 
vulnerabilidades do vírus na primeira semana de infecção. Essas vulnerabilidades criam oportunidades de prevenção da infecção. 
Microbicidas e vacinas que reduzissem as populações fundadoras de células infectadas poderiam interromper a infecção no ponto 
de entrada ou evitar a semeadura viral eficiente de locais distantes, necessária para o estabelecimento de infecção sistêmica. Em 
seres humanos, a primeira manifestação clínica da infecção pelo HIV-1 ocorre em semanas, daí a necessidade do modelo animal 
para ver a transmissão sexual mucosa e os estágios iniciais da infecção. (Gentilmente cedida por Ashley Haase; segundo Haase 
A.T. (2010) Nature 464, 217-223.) 


tecido linfoide, uma rica fonte de células T CD4* ativadas. 
Agora as condições favorecem o vírus, que tem acesso a grande 


quantidade de células T-alvo aglomeradas, o que leva ao 


imune do hospedeiro foi descrito como “pequeno demais, tarde 
demais”. 


aumento extremamente rápido da produção de vírus e a picos 
de carga viral no plasma. Um compartimento de tecido linfoide 
muito importante é a lâmina própria intestinal, onde há des- 
truição em massa de células T de memória CD4*, seja por 
destruição direta, seja por apoptose. O contra-ataque do sistema 


Terapia do HIV-1 


Nos últimos anos houve grande avanço na contenção da 
replicação viral em indivíduos infectados e na desaceleração 
ou bloqueio do avanço para AIDS. Existem muitos fármacos 
novos. Muitas etapas no ciclo vital do vírus são alvos em 


potencial para os fármacos, entre elas: (i) entrada, (ii) fusão, 
(iii) transcrição reversa, (iv) integração; (v) transcrição/tran- 
sativação; (vi) montagem e (vii) maturação. 

Atualmente estão em uso clínico cinco classes de fármacos 
voltados para quatro etapas. A primeira classe de antirretro- 
virais oferecida foi a dos inibidores da transcrição reversa de 
nucleosídio/nucleotídio. Esses análogos de nucleosídios/ 
nucleotídios são incorporados ao filamento em crescimento 
do DNA viral, levando ao término da cadeia e à produção de 
virus não infeccioso. A transcrição reversa também pode ser 
inibida por uma segunda classe de fármacos, os inibidores da 
transcrição reversa não nucleosídios/nucleotídios, que se 
ligam de modo alostérico a um local distante do sítio de 
ligação ao substrato. Os inibidores da protease viral inibem a 
clivagem das poliproteínas Gag e Pol. O primeiro inibidor da 
fusão, enfuvirtida, foi aprovado pela Food and Drug 
Administration (FDA) nos EUA, em 2003, e é um peptídio 
que se liga a gp41 para inibir a fusão. O primeiro inibidor da 
integrase foi aprovado nos EUA em 2007. 

Um importante problema na terapia do HIV é o desen- 
volvimento de resistência farmacológica. A natureza pro- 
pensa a erro da transcrição reversa, a grande carga viral e a 
alta velocidade de replicação do vírus em muitos indivíduos 
infectados significam que eles geralmente abrigam uma 
quantidade muito grande de variantes do HIV. A adminis- 
tração de fármacos pode selecionar uma variante resistente. 
A resistência farmacológica contra muitos inibidores da pro- 
tease e alguns dos análogos de nucleosídios mais potentes 
pode se desenvolver em poucos dias, pois uma única mutação 
na enzima-alvo confere resistência a muitos desses fármacos. 
O desenvolvimento de resistência a outros antirretrovirais, 
como a zidovudina (AZT), requer várias mutações (três ou 
quatro para o AZT) e tempo correspondentemente maior. 
Em vista do desenvolvimento relativamente rápido de resis- 
tência a todos os fármacos contra o HIV usados sozinhos, 
a inibição eficaz do HIV requer terapia de associação. A 
terapia antirretroviral (ART) costuma exigir a administração 
de uma associação de fármacos que operam por diferentes 
mecanismos. 

A ART foi muito eficaz no tratamento de níveis virais em 
pessoas infectadas. Nas 2 primeiras semanas de tratamento, a 
carga plasmática de vírus cai muito rápido, refletindo a ini- 
bição da produção de vírus pelas células infectadas e a rápida 
eliminação de vírus livres da circulação (meia-vida aproxi- 
mada de 30 min). Os resultados indicam que a meia-vida de 
células infectadas adequadamente é de cerca de 2 dias. Ao fim 
de 2 semanas, os níveis plasmáticos de vírus caíram em mais 
de 95%, significando perda quase completa de células T 
CD4* infectadas adequadamente. Há aumento concomitante 
do número de células T CD4* no sangue periférico quando 
a replicação do HIV e a infecção são controladas. Esse 
aumento foi atribuído a três mecanismos: redistribuição de 
células de memória CD4* dos tecidos linfoides para a circu- 
lação; redução dos níveis anormais de ativação imune asso- 
ciada à diminuição da destruição de células T CD8* por 


Capítulo 14 | Imunodeficiência 401 


células infectadas; e o surgimento de novas células T virgens 
(naive) no timo. 

Após a eliminação inicial rápida e quase completa do vírus 
livre, uma segunda fase lenta de decaimento viral reflete o 
decaimento muito lento da produção viral em reservatórios 
mais duradouros, como as células dendríticas e os macrófagos, 
das células T CD4* de memória com infecção latente que 
foram ativadas. Uma terceira fase foi sugerida, que é ainda 
mais lenta, resultante da reativação de provírus integrados em 
células T de memória e outros reservatórios duradouros de 
infecção. As células dendríticas foliculares armazenam vírus 
na forma de imunocomplexos, tornando-os possíveis fontes 
de vírus infecciosos em longo prazo. Esses reservatórios laten- 
tes podem persistir durante anos e são resistentes à farmaco- 
terapia atual do HIV. 


Vacinas contra o HIV-1 


A maioria dos epidemiologistas concorda que o método mais 
eficiente de controle da pandemia de HIV-1 seria uma vacina 
eficaz. Infelizmente, o desenvolvimento dessa vacina tem 
alguns obstáculos importantes intimamente associados a 
características do vírus. Estes incluem a variabilidade do vírus, 
a natureza das espículas do envoltório do vírus e a capacidade 
do vírus de se integrar aos cromossomos do hospedeiro e se 
tornar latente. 

A maioria das vacinas virais parece ser eficaz porque 
simula a infecção natural e produz respostas de anticorpos 
neutralizantes. Os plasmócitos de longa duração na medula 
óssea secretam anticorpos neutralizantes que são encontrados 
no soro e podem inativar imediatamente as partículas virais 
(Figura 14.16). Na verdade, a probabilidade de eficácia de 
uma vacina costuma ser avaliada pela análise dos níveis séricos 
de anticorpos neutralizantes. Além disso, ao contato com o 
vírus, células B de memória induzidas pela vacina são estimu- 
ladas a secretar anticorpos neutralizantes. Estudos em macacos 
mostram que anticorpos neutralizantes protegem contra o 
HIV. Caso haja administração sistêmica de anticorpos neu- 
tralizantes a macacos estimulados em seguida com um vírus 
híbrido humano (HIV)/de macaco (SIV), não há sinais 
de infecção, isto é, eles exibem imunidade esterilizante. 
Entretanto, é necessário que os anticorpos neutralizantes 
estimulados por vacinação sejam ativos contra um amplo 
espectro de variantes do HIV (denominados anticorpos neu- 
tralizantes amplos). Sabe-se que esses anticorpos existem, mas 
ainda não foram criados imunógenos para estimulá-los. Na 
verdade, a infecção natural pelo HIV produz respostas relati- 
vamente fracas de anticorpos neutralizantes amplos, ressal- 
tando a dificuldade de encontrar um imunógeno apropriado. 
A infecção natural tende a estimular anticorpos neutralizantes 
tipo-específicos (Figura 14.17). Quando esses anticorpos 
alcançam um limiar crítico, surge um vírus resistente. Por fim, 
há uma resposta de anticorpos neutralizantes contra esse vírus 
e surge um novo vírus resistente, e assim por diante. 
Aparentemente, o vírus está sempre um passo a frente da 
resposta dos anticorpos neutralizantes. 
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Figura 14.16 Modelo para 
neutralizagao do HIV por anticorpos. 
A entrada viral é mediada pela 
interação de espículas do envoltório na 
superfície do vírus com CD4 e CCR5 
na superfície da célula-alvo. A molécula 
de anticorpo (Ac) tem um volume 
molecular próximo ao de uma espícula. 
Portanto, espera-se que a fixação de 
uma molécula de anticorpo a uma 
espícula cause forte interferência 
estérica com a fixação e/ou fusão do 
vírus. (Segundo Poignard et al. (2001) 
Annual Review of Immunology, 19, 
253-274; e Schief et al. (2010) Current 
Opinion in HIV and AIDS 4, 431-440). 


o 
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Figura 14.17 Evolução da resposta de anticorpos neutralizantes na 
infecção pelo HIV. A a E referem-se aos vírus e soros entre os 
momentos A e E durante a infecção de uma pessoa. O soro colhido no 
momento A não tem atividade de neutralização relevante do vírus 
isolado no plasma do indivíduo infectado no momento A. O soro 
colhido no momento B tem atividade fraca. O soro colhido no 
momento C e em momentos subsequentes neutraliza claramente o 
vírus no momento A. Quando a concentração sérica de anticorpos 
neutralizantes alcança certo limiar após exposição a determinada 
variante predominante do vírus, há pressão de seleção de tal modo 
que, do enorme poo! de variantes existente no indivíduo infectado, 
surge uma nova variante resistente à neutralização. Há uma resposta 
de anticorpos neutralizantes a essa nova variante e o ciclo se repete. 
(Cortesia de Doug Richman; segundo Richman D.D. et al. (2003) 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the EUA 100, 
4144-4149.) 


Pelas razões citadas, parece que será difícil criar uma 
vacina contra o HIV que produza imunidade esterilizante 
pela estimulação de anticorpos neutralizantes amplos. Na 
verdade, a maioria das vacinas atuais eficazes contra outros 
vírus não parece proporcionar imunidade esterilizante. Em 
vez disso, produzem títulos séricos suficientes de anticorpos 
neutralizantes para enfraquecer a infecção, que então é contida 
por imunidade celular ou inata e os sintomas francos são 
evitados. Em outras palavras, a vacinação protege contra a 
doença e não contra a infecção. 

Estudos em modelos animais mostraram que é possível 
obter proteção contra várias doenças virais pela estimulação 
de imunidade celular por vacinação. Na ausência de métodos 
eficazes para estimular a produção de anticorpos neutralizan- 
tes amplos, grande parte da pesquisa de vacinas contra o HIV 
teve como alvo as respostas imunes celulares. A principal 
razão foi que, se for possível produzir potentes respostas 
imunes de células T em vacinados, a resposta pode reduzir os 


danos das células T CD4* após infecção primária e reduzir o 
ponto de equilíbrio viral. Como o ponto de equilíbrio viral 
foi relacionado com o tempo de avanço para a AIDS, isso 
proporcionaria benefício direto aos vacinados. Além disso, a 
diminuição da carga viral plasmática média em pessoas vaci- 
nadas deve reduzir a taxa de transmissão em razão da corre- 
lação entre a transmissão e a carga viral. Assim, a vacinação 
deve proporcionar benefício para a população como um todo. 
Por fim, a diminuição da lesão das células T CD4* na infecção 
primária pode ajudar a manter imunidade contra muitos 
patógenos por um longo período. 

A maioria dos estudos sobre as “vacinas de células T” foi 
realizada em macacos. Os resultados foram variados. As melho- 
res respostas das células T CD8*, ao menos em termos de 
medidas ELISPOT, foram obtidas com vetores virais recombi- 
nantes para expressar produtos gênicos de HIV/SIV. Em par- 
ticular, os vetores adenovírus, isolados ou associados à vacinação 
com outros vetores ou DNA, produziram respostas de células 


T significativas. Essas respostas conferiram alguma proteção em 
alguns modelos de macacos, mas não em outros. 

Foram realizados quatro ensaios de vacinas contra o HIV 
humano em maior escala. Dois ensaios, relatados em 2003, 
foram fundamentados em gp120 monomérica recombinante e 
poderiam ser descritos como “vacinas de anticorpos”, pois se 
esperava que produzissem respostas principalmente de anticor- 
pos. No entanto, as respostas não neutralizaram isolados típicos 
de HIV e as vacinas foram ineficazes. Um ensaio descrito em 
2007 era baseado em um vetor adenovírus que codificava pro- 
teínas gag, pol e nef internas do HIV e foi descrito como 
“vacina de células T”. A vacina foi ineficaz. A princípio, acre- 
ditou-se que a vacina tivesse melhorado as taxas de infecção, 


Doenças por imunodeficiência primária (PID) 

m As imunodeficiências primárias são muito menos 
comuns que as secundárias, ocorrem como 
consequência de um defeito gênico e afetam 
quase todos os componentes da resposta imune. 

E São caracterizadas por infecções oportunistas. 

E Várias mutações ligadas ao X produzem PID no 
sexo masculino. 

E As PID esclarecem a importância de componentes 
individuais do sistema imune no combate a 
agentes infecciosos específicos. 

E O tratamento inclui antibióticos profiláticos, Ig 
intravenosa, transplante de medula óssea e, 
possivelmente, terapia gênica. 


PID que afetam respostas inatas 

m Mutações nos genes que codificam receptores de 
reconhecimento de padrões ou suas moléculas 
adaptadoras e sinalizadoras associadas afetam 
particularmente as respostas inatas. 

m Defeitos das células fagocitárias ou do 
complemento causam infecção por bactérias que 
normalmente seriam eliminadas por opsonização e 
fagocitose. 

m Quando há incapacidade de produzir o complexo 
de ataque à membrana, há apenas um espectro 
muito limitado de infecções aumentadas, 
principalmente por Neisseria spp. 

E As anomalias nos componentes do complemento 
estão associadas à degeneração macular 
relacionada com a idade ou ao lúpus eritematoso 
sistêmico. 

E A mutação de qualquer um dos vários genes 
implicados na resposta de IFNy aumenta a 
suscetibilidade a infecções por micobactérias. 
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mas estudos detalhados questionaram essa interpretação. O 
ensaio mais recente, descrito em 2009, foi fundamentado em 
um vetor canarypox que codifica gag, pro e env do HIV, com 
reforço por env (gp120 recombinante). Essa foi descrita como 
“vacina de anticorpos e células T”. O ensaio descreveu possível 
eficácia modesta próxima dos limites da significância estatística 
que parecia ter duração muito curta. Há um grande esforço 
para identificar algum correlato da proteção nesse ensaio. 

No geral, está claro que o desenvolvimento de uma vacina 
contra o HIV é um dos principais desafios da medicina 
moderna. Muitos acreditam que o sucesso exigirá o desenvol- 
vimento de imunógenos que produzam tanto potentes anticor- 
pos neutralizantes amplos quanto respostas imunes celulares. 


E As mutações que influenciam vias de TNF podem 
causar distúrbios em que há inflamação na 
ausência de estímulo. 


Imunodeficiências primárias de célula B 

E A deficiência seletiva de IgA é a PID mais comum, 
porém os indivíduos afetados costumam ser 
assintomáticos. 

m Na agamaglobulinemia ligada ao X, todas as 
classes de anticorpos estão ausentes ou presentes 
em baixíssimas concentrações em razão de uma 
anomalia na tirosinoquinase de Bruton, com 
consequente interrupção da maturação no estágio 
de célula pré-B. 

E A imunodeficiência variável comum está associada 
a baixos níveis de IgG e de IgA e/ou IgM. 


Imunodeficiências primárias de células T 

E Pacientes com deficiências de células T são 
suscetíveis a bactérias, vírus e fungos 
intracelulares. 

E A ausência de células T funcionais compromete as 
respostas das células B. 

m Na síndrome de DiGeorge completa, a ausência 
de timo provoca incapacidade de produzir células 
T, embora na maioria dos casos haja apenas uma 
anomalia parcial. 

E As mutações que afetam a enzima purina 
nucleosídio fosforilase causam acúmulo de 
metabólitos tóxicos que afetam principalmente as 
células T. 

E Os genes associados à síndrome de Omenn são 
semelhantes aos responsáveis pela SCID, mas o 
local da mutação real é diferente e não tem efeito 
tão intenso. 
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E A ausência de moléculas do MHC classe | ou 
classe Il resulta em incapacidade de seleção 
positiva das células T no timo. 

E Várias anomalias gênicas, incluindo aquelas 
associadas à síndrome de Wiskott-Aldrich e à 
síndrome de hiper-IgM, têm efeitos adversos sobre 
a capacidade das células T de interagir com 
linfócitos B. 

E As mutações em genes necessários para a 
atividade reguladora das células T causam 
distúrbios autoimunes. 


Imunodeficiência combinada grave 

E As mutações nulas em vários genes diferentes, 
incluindo yC, ADA, RAG-1, RAG-2, JAK-3, Artemis e 
a cadeia a de /L-7R, podem resultar em SCID. 

m Há um bloqueio completo do desenvolvimento de 
células T e, portanto, ausência completa de ajuda 
às células B. Dependendo do defeito gênico 
específico, também pode haver ausência de 
células B e/ou células NK. 

E A maioria dos casos de terapia gênica para PID 
tentou inserir um gene normal para ADA ou yC. 


Imunodeficiência secundária 

E A imunodeficiência pode ser secundária a 
desnutrição, distúrbios linfoproliferativos, agentes 
como raios X e fármacos citotóxicos, além de 
infecções virais. 


Síndrome de imunodeficiência adquirida (AIDS) 

m A AIDS é causada por infecção pelos lentivirus 
HIV-1 ou HIV-2, sendo o HIV-1 muito mais 
prevalente em todo o mundo. 

m O HIV infecta as células CD4*, incluindo células 
T CD4*, macrófagos e células dendríticas. 

m A depleção de células T CD4*, drástica na 
infecção primária, sobretudo no intestino, e depois 


mais lenta durante um período de anos na latência 
clínica, causa danos ao sistema imune, o que 
torna a pessoa suscetível a patógenos oportunistas 
(AIDS). 

E O HIV-1 é um retrovirus, que entra nas células por 
interação das espículas do envoltório com CD4 e 
os receptores de quimiocina, CCR5 ou CXCR4. Ha 
transcrição reversa do genoma do RNA e o cDNA 
viral resultante é integrado aos cromossomos da 
célula do hospedeiro. 

m O DNA proviral integrado pode permanecer latente 
nas células por um período muito longo, causando 
enormes problemas para a eliminação completa 
do vírus de um indivíduo e, portanto, dificultando a 
cura completa da infecção pelo HIV-1. 

m O DNA proviral pode ser transcrito para gerar 
novas partículas virais com a ajuda de várias 
proteínas acessórias virais, que auxiliam a 
replicação viral e/ou adaptam o mecanismo das 
células T do hospedeiro para a produção de vírus. 

m Uma importante característica do HIV é a enorme 
diversidade do vírus, observada até mesmo em 
uma só pessoa infectada, em razão dos erros 
inerentes na transcrição do genoma de RNA, da 
rápida renovação do vírus e da alta carga viral 
típica. 

E A diversidade viral e a latência são os principais 
desafios da farmacoterapia, mas o planejamento 
do fármaco foi muito bem-sucedido e a associação 
de fármacos pode manter o vírus sob controle 
durante muitos anos, se não indefinidamente. 

E O planejamento de vacinas também lutou contra a 
diversidade viral e ainda é preciso criar 
imunógenos que estimulem a produção de 
anticorpos neutralizantes amplos ou respostas de 
células T com potência suficiente para conter de 
modo significativo o estímulo por uma grande 
diversidade de HIV, embora os esforços sejam 
intensos e haja sinais promissores. 
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Capitulo 15 


Alergia e Outras 
Hipersensibilidades 


Tópicos principais 


Hipersensibilidade anafilática (tipo 1) 

Hipersensibilidade citotóxica dependente de anticorpos (tipo Il) 
Hipersensibilidade mediada por imunocomplexos (tipo III) 
Hipersensibilidade celular (tipo tardio) (tipo IV) 


Um acréscimo à classificação original — hipersensibilidade 
estimulatória (“tipo V”) 


Reações de hipersensibilidade inatas 


Para lembrar 


As infecções são combatidas por respostas imunes apropriadas que 
detectam antígenos estranhos. No caso de respostas adaptativas, é 
necessária a proliferação clonal de linfócitos para gerar quantidade suficiente 
de células antigeno-especificas. Há produção de anticorpos de classe 
apropriada para eliminar a infecção, os quais se ligam à superfície do 
patógeno. A formação de imunocomplexos contendo IgM ou IgG 
desencadeia a ativação da via clássica do complemento. IgG e componentes 
do complemento opsonizam microrganismos para a fagocitose subsequente. 
No caso de parasitoses, IL-4 e IL-13 produzidas por Th2 estimulam a 
produção de IgE por células B. Os patógenos intracelulares são combatidos 
por células NK, células T citotóxicas e células Thi que produzem fatores 
ativadores de macrófagos, como IFNy. 


Introdução 


Na alergia, a resposta imune estende-se além do limite habitual de 
reconhecer apenas patógenos estranhos e abrange também o que deveria 
ser antígenos ambientais inócuos. Esse é um tipo de hipersensibilidade, a 
imunidade exagerada que também pode assumir a forma de reatividade a 
antígenos da mesma ou de outra espécie. Essas respostas causam lesão 
tecidual, imunopatologia, se o antígeno estiver presente em quantidades 
relativamente grandes ou se houver exacerbação da resposta imune 
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adquirida. Cabe ressaltar que os mecanismos das reações de hipersensibilidade são os mesmos normalmente 
empregados pelo corpo no combate à infecção. Os vários estados de hipersensibilidade foram originalmente 
classificados em tipos | a IV por Gell e Coombs e essa classificação ainda é muito útil. No entanto, é frequente 
a coexistência de mais de um desses tipos em uma doença específica. 


Hipersensibilidade anafilática (tipo |) 


Fenômeno da anafilaxia 


As primeiras descrições de respostas impróprias a antígenos 
estranhos estão relacionadas com a anafilaxia (Marco histó- 
rico 15.1). O fenômeno pode ser reproduzido com facilidade 
em cobaias que, como os seres humanos, são uma espécie 
muito suscetível. Uma única injeção de 1 mg de um antígeno 
como albumina de ovo em cobaia não tem efeito óbvio. 
Repita a injeção 2 a 3 semanas depois e o animal sensibilizado 
tem reação drástica, com sintomas de anafilaxia generalizada; 
quase de imediato, a cobaia começa a espirrar e poucos 
minutos depois morre por asfixia. O exame mostra constrição 
intensa dos bronquíolos e brônquios e geralmente há: (i) 
contração do músculo liso e (ii) dilatação de capilares. Há 
reações semelhantes em seres humanos muito alérgicos a 
picadas de insetos, pólen, alimentos, fármacos como a peni- 
cilina ou outros agentes que podem causar respostas anafilá- 
ticas com risco de morte. Muitas vezes apenas a injeção 
oportuna de epinefrina, que reverte com rapidez a ação da 
histamina sobre a contração do músculo liso e a dilatação 
capilar, pode evitar a morte. Indivíduos com risco conhecido 
recebem seringas já preenchidas com epinefrina para 
autoadministração. 

Sir Henry Dale reconheceu que a histamina simula as 
alterações sistêmicas da anafilaxia e, além disso, que a expo- 
sição do útero de cobaia sensibilizada ao antígeno induz a 
contração imediata associada à desgranulação explosiva dos 
mastócitos (veja a Figura 1.20) responsável pela liberação de 
histamina e vários outros mediadores (veja a Figura 1.21). 


A anafilaxia é desencadeada pelo acúmulo 
de receptores de IgE em mastócitos por 
ligação cruzada 


Dois tipos principais de mastócitos foram reconhecidos em 
roedores, os da mucosa intestinal e os do peritônio e outros 
locais de tecido conjuntivo. Eles diferem em vários aspectos, 
por exemplo, no tipo de protease e proteoglicana nos grânulos 
e na capacidade de proliferar e se diferenciar em resposta à 
estimulação pela interleucina-3 (IL-3) (Tabela 15.1). Os dois 
tipos têm precursores em comum e são interconversíveis, 
dependendo das condições ambientais, sendo o fenótipo MC, 
da mucosa (triptase) favorecido pela IL-3, e o MC. do tecido 


conjuntivo (triptase e quimase) promovido por níveis relati- 
vamente altos do fator de células-tronco (ligante c-kit). Nos 
seres humanos, a maioria dos mastócitos da mucosa intestinal 
e dos alvéolos pulmonares é positiva apenas para triptase, 
enquanto os da pele, submucosa intestinal e outros tecidos 
conjuntivos são positivos para triptase, quimase e carboxipep- 
tidase. Uma terceira população, menos frequente, é positiva 
apenas para quimase e é encontrada na mucosa nasal e na 
submucosa intestinal. 

Os mastócitos e seu equivalente circulante, basófilo, exibem 
em abundância o receptor FceRI de alta afinidade (K, 10'° M~’) 
para IgE (veja a Tabela 3.2). O receptor também é expresso, 
ainda que em níveis bem menores, nas células de Langerhans, 
células dendríticas, monócitos, macrófagos, neutrófilos, eosinó- 
filos, plaquetas e epitélio intestinal. Em basófilos e mastócitos 
o receptor é um tetrâmero formado por uma cadeia a, uma 
cadeia B tetraspanina e duas cadeias y unidas por ligação dis- 
sulfeto, enquanto em outros tipos celulares, nos quais o recep- 
tor participa da apresentação do antígeno em vez de desenca- 
dear a desgranulação, a cadeia está ausente e, portanto, o 
receptor é um trímero. A cadeia o tem dois domínios tipo Ig 
externos responsáveis pela ligação da região Ce3 de IgE 
(Figura 15.1), enquanto cada cadeia y e B contém um motivo 
de ativação baseado na tirosina do imunorreceptor (ITAM) 
citoplasmático para sinalização celular. Na ausência de IgE 
ligada, o nível de FceRI cai significativamente. No entanto, em 
sua presença, há aumento da expressão do receptor em mastó- 
citos e, como a cadeia y é compartilhada com o FcyRIIIA do 
mastócito, consequente diminuição competitiva da expressão 
do receptor Fc para IgG. A anafilaxia é mediada pela reação do 
alergênio com os anticorpos IgE na superfície do mastócito, 
com a ligação cruzada desses anticorpos estimulando a libera- 
ção do mediador (Figura 15.2). O evento decisivo é a agregação 
dos receptores por ligação cruzada, como mostra claramente a 
capacidade de anticorpos divalentes de reagir diretamente com 
o receptor para estimular o mastócito. 

A agregação das cadeias a FceRI ativa as tirosinoquinases 
Lyn e Fyn associadas às cadeias e, se os agregados persisti- 
rem, ocasiona transfosforilação das cadeias B e y de outros 
receptores FceRI no grupo e recrutamento da Syk quinase 
(Figura 15.3). A série subsequente de etapas de ativação indu- 
zidas por fosforilação acaba por levar à desgranulação dos 
mastócitos com liberação de mediadores pré-formados e à 
síntese de metabólitos do ácido araquidônico formados pelas 
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.1 A descoberta da anafilaxia 


As reações de hipersensibilidade a agentes ambientais 
normalmente inócuos em algumas pessoas são 
observadas desde tempos imemoriais. O interesse 
científico nessas reações foi despertado pelas observações 
de Charles Richet e Paul Portier. Durante um cruzeiro no 
Oceano Pacífico no iate do príncipe Albert de Mônaco, o 
príncipe, que provavelmente sofria por um encontro com 
Physalia (a água-viva conhecida como caravela- 
portuguesa, que tem tentáculos terríveis), sugeriu que a 
produção de toxina pela água-viva poderia ser 
interessante. Deixemos Richet e Portier contar a história 
com suas próprias palavras (1902): 

“A bordo do iate do príncipe, foram realizadas 
experiências comprovando que um extrato hidroglicérico 
dos filamentos de Physalia é extremamente tóxico para 
patos e coelhos. Ao voltar à França, não havia Physalia e 
decidi fazer um estudo comparativo com os tentáculos de 
Actiniaria (anêmona-do-mar). Enquanto nos empenhávamos 
para identificar a dose tóxica (de extratos), logo 
descobrimos que era preciso esperar alguns dias para 


fixação, pois vários cachorros só morreram no quarto ou 
quinto dia após a administração ou ainda mais tarde. 
Mantivemos aqueles que não haviam recebido dose 
suficiente para morrer a fim de realizar uma segunda 
avaliação depois que se recuperassem. Nesse período 
houve um acontecimento inesperado. Os cães que haviam 
se recuperado eram muito sensíveis e morreram poucos 
minutos depois da administração de pequenas doses. A 
experiência mais típica, cujo resultado foi inquestionável, foi 
realizada em um cão com excelente saúde. Administrou-se 
a primeira dose de 0,1 mé do extrato de glicerina sem que 
ele adoecesse: 22 dias depois, como ele estava com saúde 
perfeita, administrei uma segunda injeção da mesma 
quantidade. Em poucos segundos ele estava muito doente; 
a respiração tornou-se difícil; ele mal conseguia se arrastar, 
deitou-se de lado, teve diarreia, vomitou sangue e morreu 
em 25 min.” 

Os autores denominaram o desenvolvimento de 
sensibilidade a substâncias relativamente inofensivas de 
anafilaxia, em contraste com profilaxia. 


Tabela 15.1 Comparação dos dois tipos principais de mastócitos. 


Características Mastócito da mucosa Mastócito do tecido conjuntivo 
Gerais 

Abreviatura* MC, MC,, 

Distribuição Intestino e pulmão Maioria dos tecidos** 
Diferenciação favorecida por IL-3 Fator de células-tronco 
Dependência de células T + - 

Receptor de Fcs de alta afinidade 2 x 10%/célula 3 x 10º/célula 
Grânulos 

Coloração com azul alciano e safranina Azul e marrom Azul 

Ultraestrutura Rolos Grade/rede 

Protease Triptase Triptase e quimase 
Proteoglicana Sulfato de condroitina Heparina 
Desgranulagao 

Liberação de histamina + ++ 

Liberação de LTC,:PGD, 25:1 1:40 

Bloqueada por cromoglicato dissédico/teofilina — + 


* Baseada na protease em granulos. 
** Predominam na pele e na submucosa intestinal normais. 


vias da ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase (veja a Figura 1.21). 
Para recapitular, os mediadores pré-formados liberados dos 
grânulos são histamina, heparina, triptase, quimase, carboxi- 
peptidase, fatores quimiotáticos de eosinófilos, neutrófilos e 
monócitos, fator ativador plaquetário e serotonina. Por outro 
lado, os leucotrienos LTB,, LTC, e LTDs a prostaglandina 
PGD, e os tromboxanos são sintetizados pouco antes. 


Também são liberadas as citocinas tipo Th2 IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-9, IL-10, IL-13, bem como IL-1, IL-3, IL-8, IL-11, fator 
estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos (GM- 
CSF), TNF (fator de necrose tumoral), CCL2 (proteína qui- 
miotática de monócitos-1, MCP-1), CCL5 (RANTES) e 
CCL11 (eotaxina). Em circunstâncias normais, esses media- 
dores ajudam a orquestrar o desenvolvimento de uma reação 
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Figura 15.1 Base estrutural da ligação 
da IgE ao receptor FceRI de alta 
afinidade de mastócitos. Vista lateral do 
complexo com as duas cadeias Fc em 
amarelo e vermelho e a cadeia a FceRI 
em azul; os resíduos de carboidratos são 
mostrados como bastões. Os dois 
domínios Ce3 do dímero de cadeia 
pesada de IgE ligam-se de modo 
assimétrico a dois locais de interação 
distintos na cadeia a do receptor. A volta 
Local de ligação 2 em um Ce3 liga-se a um lado do 
dominio a2, enquanto as alças de 
superfície mais a região de ligação 
Ce2-Ce3 no outro dominio Ce3 interagem 
com o topo da interface a1-a2. A 
estoiquiometria 1:1 dessa ligação 
assimétrica impede a ligação de uma IgE 
a duas moléculas de receptores e garante 
que a estimulação decorrente da 
agregação a-a só ocorra por meio de 
ligação multivalente à IgE de superfície 
(veja a Figura 15.2). (Fotografia 
gentilmente cedida por Ted Jardetzky e 
reproduzida com permissão de Nature 
al Publishing Group.) 


Cadeia æ de FceRI 


Figura 15.2 Acúmulo de receptores de IgE. Ligação cruzada 
de FceRI por ligação de alergênio multivalente a IgE que 
sensibiliza o mastócito e causa desgranulação. Note que os 
dois anticorpos são contra epítopos diferentes do mesmo 
alergênio e, portanto, precisam ser representados na superfície 
do mastócito com frequência razoavelmente alta para que haja 
ligação cruzada eficiente. 
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Alergénio 


Ativação da 
proteinoquinase C 
Legenda 
VV Ativação Exonibas db drânulo 
‘ ‘ocitose do granu 
e Local de fosforilação Mitogênese 


Figura 15.3 Ativação do mastócito. Esquema simplificado de alguns eventos sinalizadores por meio do receptor de IgE de alta 
afinidade, FceRI. Agregação das cadeias a de FceRI em balsas lipídicas por ligação cruzada de IgE ligada por antígeno multivalente 
(alergênio) leva os ITAM nas cadeias f e y do receptor a interagir com as tirosinoquinases Lyn, Syk e Fyn. A fosforilação de Syk leva 
à sua ativação que, por sua vez, fosforila e ativa as proteínas adaptadoras de membrana LAT1 e LAT2 (NTAL), que recrutam a 
fosfolipase Cy1 (PLCy1) e as moléculas adaptadoras implicadas na ativação de cascatas de GTPase/quinase. A ativação de 

PLCy1 gera diacilglicerol (DAG), que tem como alvo a proteinoquinase C, enquanto o 1,4,5-trifosfato de inositol (IPs) eleva o Ca?* 
citoplasmático por esgotamento das reservas do RE. A concentração elevada de cálcio ativa fatores de transcrição e causa 
exocitose de grânulos. Os complexos Grb-2/Sos e Slp-76/Vav associam-se ao adaptador LAT1, e Grb-2/Sos associa-se também a 
LAT2, e ativam a cascata de quinase seriada induzida por Ras-GTPase, com consequente ativação dos fatores de transcrição e 
rearranjos do citoesqueleto de actina. (Figura criada essencialmente por Helen Turner, com base no artigo de Turner H. & Kinet J.-P. 


(1999) Nature (Supplement on Allergy and Asthma) 402, B24.) 


inflamatória aguda defensiva (e nesse contexto não vamos 
esquecer que os fragmentos do complemento C3a e C5a 
também podem estimular mastócitos por meio dos receptores 
do complemento). Quando há liberação de grande quanti- 
dade desses mediadores em condições anormais, como na 
doença atópica, os efeitos broncoconstritores e vasodilatado- 
res predominam e tornam-se nitidamente ameaçadores. 


Alergia atópica 
Marcha da alergia 


A alergia alimentar, o eczema (dermatite atópica), a polinose 
(conjuntivite e rinite alérgicas sazonais) e a asma são frequentes 
no mesmo indivíduo. Na verdade, em muitos indivíduos as 
alergias seguem uma sequência ordenada que foi denominada 
“marcha da alergia” (Figura 15.4). Assim, alergias gastrintesti- 
nais e cutâneas surgidas no início da vida podem ser sucedidas, 
mais tarde, por asma e rinite alérgica sazonal. 


Respostas clínicas a alergênios extrínsecos 


Afirmou-se que em países ocidentalizados até 30% dos 
adultos e 45% das crianças podem apresentar, em maior ou 
menor grau, alergias associadas a reações localizadas mediadas 
por IgE a alergênios como o pólen de gramíneas, caspa de 
animais, fezes de ácaros na poeira doméstica (Figura 15.5) e 
assim por diante. Ainda que esses números sejam exagerados, 
está claro que a alergia afeta uma grande quantidade de 
pessoas e que está aumentando. Muitos alergênios já foram 
clonados e expressos (Tabela 15.2) e vários deles são enzimas. 
Por exemplo, Der p 1 é uma cisteína protease que aumenta 
a permeabilidade da mucosa brônquica e facilita sua própria 
passagem junto com outros alergênios através do epitélio, o 
que permite acesso às células do sistema imune e sensibiliza- 
ção. O receptor de baixa afinidade CD23 para IgE (FceRII) 
em células B diminui a síntese de IgE após ligação cruzada 
mediada por antígeno da IgE ligada. No entanto, Der p 1 faz 


a clivagem proteolítica de CD23 e, assim, reduz seu impacto 
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Figura 15.6 Alergia atópica. Testes cutâneos de puntura com 
alergênio do pólen de gramíneas em paciente com rinite 
alérgica sazonal típica no verão. Os testes cutâneos foram 
realizados 5 h (à esquerda) e 20 min (à direita) antes de fazer a 
fotografia. Os testes à direita mostram a titulação típica de uma 
reação imediata tipo | de pápula e eritema. A reação cutânea na 
fase tardia (esquerda) pode ser observada com clareza em 5 h, 
principalmente quando precedida por uma grande resposta 
imediata. Há indicação da diluição do alergênio. 
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Figura 15.4 A marcha da alergia. Muitas crianças apresentam 
avanço temporal das alergias. (Modificada, com gentil 
permissão, de uma figura criada por Ulrich Wahn para World 
Allergy Organization (http://www.worldallergy.org)). 


Figura 15.5 Acaro da poeira doméstica — importante causa 
de doença alérgica. A micrografia eletrônica mostra o ácaro de 
aparência asquerosa, agraciado com o nome 
Dermatophagoides pteronyssinus, e fezes embaixo, à esquerda. 
Uma cama de casal típica pode conter até 200 milhões de 
ácaros, cada um deles produzindo aproximadamente 

20 grânulos fecais/dia, e cada grânulo contém 0,2 ng de 
alergênio Der p 1 com atividade proteolítica. Os grãos de pólen 
bicôncavos (em cima à esquerda) mostrados para comparação 
indicam o tamanho da partícula que pode ser levada pelo ar e 
chegar aos pulmões. O ácaro propriamente dito é muito grande 
para isso. (Reproduzida por cortesia de E. Tovey.) 


negativo na síntese de IgE. Além disso, Der p 1 também cliva 
CD25 (a cadeia à do receptor de IL-2) em células T e, por- 
tanto, limita a ativação de células Th1, desviando a resposta 
imune para a produção de IgE dependente de Th2. Atalhos 
para a purificação de alergênios podem ser obtidos por 
triagem das bibliotecas de expressão de cDNA com IgE. Isso 
foi uma dádiva para a purificação do alergênio a partir do 
veneno da formiga saltadora australiana, Myrmecia pilosula; 
imagine juntar quilos de formigas para isolar o alergênio 
usando o fracionamento de proteínas convencional. 

A reação anafilática local à injeção de antígeno na pele de 
pacientes atópicos manifesta-se como pápula e eritema 
(Figura 15.6), que alcança o auge em cerca de 30 min e 
desaparece em cerca de 1 h; pode ser sucedida por uma res- 
posta de fase tardia com infiltrados de eosinófilos que alcan- 
çam níveis máximos em cerca de 5 h. O contato do alergênio 
com IgE ligada à célula na árvore brônquica, na mucosa nasal 
e nos tecidos conjuntivais libera mediadores da anafilaxia e 
provoca sintomas de asma ou rinite e conjuntivite alérgicas 
(rinite alérgica sazonal) conforme o caso. Uma parcela dos 
pacientes que apresentam respostas da fase tardia após esti- 
mulação brônquica por alergênios acaba por desenvolver 
asma crônica. Trezentos milhões de pessoas em todo o mundo 
têm asma, cujo tratamento custa mais de 6 bilhões de dólares 
por ano só nos EUA. Na verdade, de acordo com a 
Organização Mundial de Saúde, estima-se que os custos eco- 
nômicos mundiais associados à asma sejam maiores que os 
relacionados com a tuberculose e HIV/AIDS juntos. A asma 
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Tabela 15.2 Alguns exemplos de alergénios. 


Categoria Origem 
Fezes do ácaro da poeira doméstica 
(Dermatophagoides pteronyssinus) 


Veneno de abelha (Apis mellifera) 


Insetos 


Barata germânica (Blatella germanica) 


Animais domésticos Gato (Felis domesticus) 


Cachorro (Canis domesticus) 
Bétula (Betula verrucosa) 
Aveleira (Corylus avellana) 


Árvores 


Gramineas e vegetais Capim rabo de gato (Phleum 
pretense) 


Azevém (Lolium perenne) 


Cravo-da-roça (Ambrosia artemisiifolia) 


Bolores Aspergillus fumigatus 
Cladosporium herbarum 
Alimentos Amendoim 
Leite de vaca (Bos domesticus) 
Ovos de galinha (Gallus domesticus) 
Fármacos Penicilina 
Fluoroquinolona 
Alergênios Di-isocianato de tolueno 
ocupacionais Látex (retirado da seringueira, Hevea 


brasiliensis) 


Alergênios Exemplo 

Derp1aDerp14 Der p 1: cisteina protease 

Apim1a7 Api m 1: fosfolipase A, 

Blag1a6 Bla g 2: protease aspártica 

Feld1a7 Fel d 4: lipocalina 

Canfia4 Can f 3: albumina 

Betv1a7 Bet v7: ciclofilina 

Corata11 Cor a 8: proteína de transferência 
lipídica 

Phi p 1a 13 Phl p 13: poligalacturonase 

Lolp1a11 Lol p 11: inibidor da tripsina 

Ambata7 Amb a 5: neurofisina 

Asp f 1 a 23 Asp f 12: proteína do choque 
térmico p90 

Clah 1a 12 Cla h 3: aldeído desidrogenase 

Arahia8& Ara h 1: vicilina 

Bosd1a8 Bos d 4: a-lactalbumina 

Gald1a5 Gal d 2: ovalbumina 

- Amoxicilina 

- Ciprofloxacino 

Hev b 1 a 13 Hev b 1: fator de alongamento 


Ver a lista completa em International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature Sub-Committee http://www.allergen.org. 


pode estar associada a agentes existentes no local de trabalho, 
caso em que é descrita como asma ocupacional. Aqui os 
alergênios incluem di-isocianato de tolueno em tintas em 
aerossol, fumos de colofônia em soldas usadas na indústria 
eletrônica, e caspa (partículas de pele no pelo de animais) 
encontrada por tratadores de animais. Embora a maioria de 
pacientes asmáticos tenha asma extrínseca associada à atopia 
(do grego, atopos, que significa “fora do lugar”), isto é, a 
predisposição genética à síntese de níveis impróprios de IgE 
específica contra alergênios externos, alguns pacientes não são 
atópicos e, portanto, diz-se que têm asma intrínseca ou 
idiopática. 

A biopsia e o lavado brônquico de pacientes asmáticos 
mostram acometimento inquestionável de mastócitos e eosi- 
nófilos como principais células efetoras secretoras de media- 
dores, enquanto as células T proporcionam o microambiente 
necessário para a resposta inflamatória crônica, uma caracte- 
rística histopatológica essencial (Figura 15.7). A obstrução 
variável ao fluxo de ar e a hiper-reatividade brônquica resul- 
tantes são as principais características clínicas e fisiológicas da 
doença. 

O traço atópico também pode se manifestar como der- 
matite atópica (eczema) (Figura 15.8), sendo o ácaro da 


poeira doméstica, os gatos domésticos e as baratas os agresso- 
res ambientais. Lembrando a inflamação na asma, os testes 
cutâneos com Der p 1 nesses pacientes com eczema produzem 
um infiltrado de eosinófilos, células T, mastócitos e basófilos. 
O número de pessoas afetadas é comparável ao número de 
asmáticos. O efeito benéfico dos inibidores da calcineurina, 
ciclosporina e, mais recentemente, do tacrolimo tópico em 
pacientes com eczema destaca a importância das células T na 
patogenia dessa doença. 

O conhecimento da sensibilização de IgE a alergênios 
alimentares no trato intestinal aumentou muito. O contato 
com alergênios, como os existentes no leite de vaca, ovos, 
frutos oleaginosos e frutos do mar antes da criação de meca- 
nismos razoáveis de proteção da mucosa, sobretudo IgA, 
aumentaaincidênciadeatopiano recém-nascido (Figura 15.4). 
Embora de modo geral a incidência de alergia seja menor nas 
crianças amamentadas, também pode haver sensibilização do 
lactente a alergênios alimentares por amamentação, com a 
passagem de antígenos para o leite materno. Poder-se-ia dizer 
que as mães lactantes deveriam limitar a ingestão de aler- 
gênios comuns. A alergia a amendoim é observada em cerca 
de 1% das crianças e, assim como outros alergênios, às vezes 
as reações são graves ou até mesmo fatais. Aditivos alimenta- 
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Figura 15.7 Alterações patológicas na asma. Diagrama em 
corte transversal de uma via respiratória na asma grave. 


Figura 15.8 Eczema atópico no dorso do joelho de uma 
criança alérgica a arroz e ovo. (Gentilmente cedida por J. 
Brostoff.) 


res como sulfitos também podem causar reações adversas. 
O contato do alimento com IgE específica nos mastócitos no 
trato gastrintestinal pode produzir reações locais que causam 
dor abdominal, cólica, diarreia e vômito, ou pode permitir a 
entrada do alergênio no corpo mediante alteração da permea- 
bilidade intestinal decorrente da liberação de mediadores. O 
alergênio pode formar complexos com anticorpos e causar 
lesões distais por depósitos articulares, por exemplo, ou pode 
difundir-se livremente para outras áreas sensibilizadas, como 
a pele (Figura 15.8) ou os pulmões, onde causa outra reação 
anafilática local. Assim, a ingestão de morango pode causar 
reações urticariformes (áreas cutâneas elevadas com prurido) 
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Figura 15.9 O papel da sensibilidade intestinal no 
desenvolvimento da asma por alergênio alimentar. Algumas 
horas depois da ingestão de ovo, o paciente teve uma crise de 
asma, como mostra a depressão do pico de fluxo na prova de 
função pulmonar; os sintomas no estágio do órgão-alvo foram 
neutralizados pelo agonista dos receptores B-adrenérgicos, 
isoprenalina. No entanto, o cromoglicato de sódio (CGS) oral, 
que impede a estimulação antigeno-especifica do mastócito, 
também impediu o início da asma após provocação oral com 
ovo. Note que o CGS oral não tem efeito sobre a resposta de 
um asmatico a um alergênio inalado. (Reproduzida de Brostoff 
J. (1986), In Brostoff J. & Challacombe S.J. (eds) Food Allergy, 
p. 441. Bailliêre Tindall, Londres, com permissão.) 


e o ovo pode precipitar uma crise de asma em indivíduos 
apropriadamente sensibilizados. O papel do intestino sensi- 
bilizado como “portão” para a entrada de alergênios é indi- 
cado com veemência por experiências nas quais o cromoglicato 
de sódio oral, um estabilizador de mastócitos, impediu a asma 
subsequente à ingestão do alimento em questão (Figura 15.9). 

A alergia anafilática a fármacos causa respostas drásticas 
a fármacos como a penicilina, com união do hapteno às 
proteínas do corpo por ligação covalente para induzir a síntese 
de IgE. No caso da penicilina, o anel betalactâmico liga-se ao 
£g-amino da lisina para formar o determinante peniciloil. A 
delicada especificidade dos anticorpos IgE permite discrimi- 
nar entre fármacos muito semelhantes, de modo que alguns 
pacientes podem ser alérgicos à penicilina, mas tolerar a ben- 
zilpenicilina, diferentes apenas por mínimas modificações das 
cadeias laterais. 


Mecanismos patológicos na asma 
Agora devemos analisar com mais detalhes os eventos que 


geram a cronicidade da asma. Lembre que há uma fase inicial 
da resposta brônquica ao antígeno inalado, da qual participam 
basicamente mastócitos mediadores, e uma fase tardia infla- 
matória dominada por eosinófilos. As duas fases dependem 
de IgE, como mostra a acentuada atenuação em asmáticos 
tratados com o anticorpo monoclonal anti-IgE humanizado 
omalizumabe, que reduz a IgE a níveis quase indetectáveis. 
Os mastócitos ativados produzem IL-11, que contribui para o 
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desenvolvimento das alterações estruturais associadas à asma 
denominadas remodelagem das vias respiratórias; espessa- 
mento das paredes das vias respiratórias e aumento da adven- 
tícia (tecido conjuntivo externo), submucosa e músculo liso. 
Os mastócitos também contribuem para o recrutamento de 
eosinófilos por secreção de triptase, que ativa o receptor 1 seme- 
lhante ao receptor do fator de coagulação II (F2RL1, receptor 
ativado por protease-2 [PAR-2]) na superfície das células endo- 
teliais e epiteliais, fibroblastos e músculo liso. A ativação do 
receptor leva à produção de TNE, IL-1 e IL-4, promovendo a 
expressão das moléculas de aderência endotelial vascular 
VCAM-1, ICAM-1 e P-selectina, que recrutam eosinófilos e 
basófilos. Um importante estimulador da reação da fase tardia 
é a ativação de macrófagos alveolares por interação do aler- 
gênio com IgE ligada a FceRII de baixa afinidade, o que 
acarreta aumento significativo da produção de TNF e IL-1p. 
Essas citocinas estimulam a liberação dos poderosos quimioa- 
tratores de eosinófilos CCL5 (RANTES), CCL11 (eotaxina) 
e CCL12 (MCP5) (veja a p. 243) pelas células epiteliais brôn- 
quicas e fibroblastos. Note ainda que CCL5 e CCL11 podem 
contribuir diretamente para a inflamação local por desgranula- 
ção de basófilos independente de IgE. 

Agora entra em campo um novo jogador: células T sen- 
sibilizadas (primed) seguem até o local da inflamação sob a 
influência de CCL11. O fator de transcrição GATA-3, c-maf 
e a presença de prostaglandina E, promovem o desenvolvi- 
mento de Th2, e há desvio acentuado das respostas em 
direção a esse subgrupo específico de células T na asma 
(Figura 15.10). O encontro com peptídios derivados de aler- 
gênios em células apresentadoras de antígeno promove a 
síntese de IL-4, IL-5 e IL-13. IL-4 estimula ainda mais a 
liberação de CCL11, enquanto IL-5 aumenta a expressão de 
receptores de quimiocinas em eosinófilos, mantém a sobre- 
vida por inibição da apoptose natural e participa do recruta- 


mento em longo prazo da medula óssea. As células Th17 
também estão presentes e promovem respostas inflamatórias 
de neutrófilos e macrófagos no pulmão. 

Agora a situação parece desfavorável para os tecidos brôn- 
quicos e muitos fatores contribuem para a disfunção das vias 
respiratórias induzida por alergênio: (i) uma sopa virtual de 
broncoconstritores, sendo os leucotrienos particularmente 
importantes, banha as células musculares lisas; (ii) edema da 
parede das vias respiratórias; (iii) alteração da regulação neural 
do tônus das vias respiratórias por ligação de proteína básica 
principal (MBP) de eosinófilos a autorreceptores M2 nas 
terminações nervosas, com aumento da liberação de acetilco- 
lina; (iv) descamação das células epiteliais das vias respirató- 
rias pela ação tóxica de MBP, havendo forte correlação entre 
o número de células descamadas no líquido do lavado bron- 
coalveolar e a concentração de MBP; (v) hipersecreção de 
muco causada por ação de IL-13 e, em menor grau, IL-4, 
leucotrienos e fator ativador das plaquetas nas glândulas sub- 
mucosas e seus elementos neurais controladores; e por fim 
(vi) uma resposta do tipo reparo que implica a produção de 
fator de crescimento de fibroblastos, TGF e fator de cresci- 
mento derivado das plaquetas, a deposição de colágeno, 
tecido cicatricial e fibroso, além de hipertrofia do músculo 
liso, levando ao estreitamento exagerado das vias respiratórias 
em resposta a vários estímulos ambientais (Figura 15.7). 
A grande variedade de citocinas e mediadores produzidos 
por células epiteliais e endoteliais pulmonares, fibroblastos 
e células musculares lisas pode ser responsável pela persis- 
tência da inflamação nas vias respiratórias e pelas alterações 
estruturais permanentes em doentes crônicos, mesmo na 
ausência ou aparente ausência de exposição contínua a aler- 
gênios inalados aos quais os indivíduos são sensíveis, uma 
situação em que não seria esperado benefício com a imuno- 
terapia convencional. 
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Diferentemente dos asmáticos atópicos, em asmáticos 
intrínsecos os testes cutâneos com aeroalergênios comuns são 
negativos, não há história clínica nem familiar de alergia, os 
níveis séricos de IgE são normais e não há anticorpos IgE 
específicos detectáveis contra alergênios comuns. Todavia, 
assemelham-se aos atópicos em aspectos importantes: as biop- 
sias brônquicas mostram aumento da expressão de IL-4, 
IL-13, CCL5 e CCL11 e de mRNA para a cadeia pesada £, 
sugestivo de síntese local de IgE. Há algum papel para IgE 
virus-especifica ou para autoanticorpos IgE contra FÆRI? 

O infiltrado inflamatório na dermatite atópica asseme- 
lha-se ao da asma e contém mastócitos, basófilos, eosinófilos 
e células T. As células dendríticas epidérmicas expressam 
FceRI, e os alergênios que chegam são capturados como 
complexos alergénio-IgE e levados à via de processamento do 
MHC classe II para apresentação às células Th2. As quimio- 
cinas CC produzidas por queratinócitos e fibroblastos atraem, 
de preferência, eosinófilos e células Th2 de memória CLA” 
direcionadas para a pele. Estas últimas representam 80% a 
90% das células T no infiltrado e são responsáveis pela res- 


posta específica ao alergênio em questão. 


Fatores etiológicos no desenvolvimento de uma 
alergia tópica 

Há uma forte predisposição familiar à alergia atópica (Figura 
15.11), sugestiva de fatores genéticos. Na verdade, está claro 
que a ocorrência de alergia atópica depende de muitas intera- 
ções genéticas complexas com vários fatores ambientais. Idade, 
sexo, história de infecção, estado nutricional e exposição a 
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alergênios também influenciam. Um fator óbvio é a capacidade 
geral de sintetizar o isótipo IgE — quanto maior é o nível de 
IgE no sangue, maior é a probabilidade de atopia (Figura 15.11). 
Estudos genéticos ofereceram indícios de que muitos genes 
diferentes contribuem para a suscetibilidade à asma 
(Figura 15.12), embora nenhum gene isolado seja por si só um 
fator predisponente particularmente forte. Uma associação 
interessante, porém, é com polimorfismos em vários receptores 
de reconhecimento de padrão (PRR). Que relevância isso 
poderia ter para a doença atópica? Bem, o reconhecimento de 
patógenos por células dendríticas, mediado por PRR, é impor- 
tante para desenvolver o equilíbrio correto entre as respostas de 
Thl e Th2. O raciocínio atual segue as linhas a seguir. No 
momento do parto, há desvio do sistema imune neonatal em 
direção às respostas do tipo Th2, mas na presença de um 
ambiente microbiano hostil há um desvio em direção às res- 
postas Th1. Esse desvio estende-se aos alergênios inalados e às 
vezes é denominado desvio imune. No entanto, na ausência de 
infecções repetidas por patógenos comuns (em razão de um 
ambiente “mais limpo” e do uso precoce disseminado de anti- 
bióticos), o sistema imune mantém um fenótipo Th2, o que 
favorece a secreção de IL-4 (promovendo a produção de IgE) 
e IL-5 (promovendo eosinofilia). Essa ideia é a base da hipótese 
de higiene apresentada para explicar o aumento da incidência 
de alergia observado em países altamente desenvolvidos, e ainda 
mais impressionante em países que se tornam altamente 
desenvolvidos, como a antiga Alemanha Oriental, onde os 
níveis de alergia atópica começaram a alcançar os níveis obser- 
vados na Alemanha Ocidental após a reunificação. O quadro 
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geral relacionado com o desenvolvimento econômico, porém, 
é complexo — não vamos esquecer que os poluentes ambien- 
tais, como as partículas de diesel de escapamentos, são aponta- 
dos como cofatores nas crises de asma. 

Recentemente, também houve grande interesse em tentar 
compreender o papel da função de barreira do epitélio em 
respostas alérgicas. O comprometimento das junções normal- 
mente impermeáveis entre as células epiteliais, talvez por 
poluentes químicos ou físicos ou por infecção, é uma causa 
evidente de aumento do acesso de patógenos e alergênios. 
Outra peça do quebra-cabeça está relacionada com o papel 
das células T reguladoras (Treg) na doença atópica. Há vários 
indícios de um déficit dessas células em pacientes alérgicos, 
com implicação tanto de células Treg Foxp3* CD4* CD25* 
naturais quanto de células Treg induziveis. As préprias células 
Treg podem ser influenciadas por interações com diferentes 
subgrupos de células dendríticas. E que posição ocupam as 
células Th17 nisso tudo? Como dizem, fique atento. 


Testes clínicos de alergia 
A sensibilidade normalmente é avaliada pela resposta à pro- 


vocação intradérmica com antígeno. A liberação de histamina 


Figura 15.12 Produtos gênicos 
que influenciam a suscetibilidade 
à asma. Vários são os genes 
implicados que atuam em vários 
estágios na resposta de 
hipersensibilidade tipo |. ADAM33, 
proteína contendo domínio 
disintegrina e metaloproteina 33; 
DPP10, dipeptidil peptidase 10; 
NPSR1, receptor do neuropeptidio 
S 1; PCDH1, protocaderina-1; 
PTGDR, receptor da prostaglandina 
Dz; TIM1, proteína contendo 

Z Membrana basal domínio de células T, 
imunoglobulina e mucina 1. 
(Modificada de Cookson W. & 
Moffatt M. (2004) New England 
Journal of Medicine 351, 1794- 
1796, com permissão dos editores.) 
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e de outros mediadores logo produz uma reação de pápula e 
eritema (veja a Figura 15.6), que alcança o auge em 30 min 
e cessa. Essas reações imediatas podem ser seguidas por uma 
reação da fase tardia (veja a Figura 15.6), às vezes com duração 
de 24 h, que faz lembrar aquelas observadas após provocação 
da mucosa brônquica e nasal de indivíduos alérgicos e é 
caracterizada, de maneira análoga, por infiltração densa por 
eosinófilos e células T. 

A correlação entre as respostas ao teste de puntura e o 
teste radioalergossorvente (RAST, veja a p. 173) para a 
IgE sérica alergênio-específica é muito boa. Em alguns 
casos, a provocação intranasal com o alergênio pode causar 
uma resposta mesmo quando esses dois testes são negati- 
vos, provavelmente em razão da síntese local de anticorpos 
IgE. 

A presença de proteínas secretadas por mastócitos ou eosi- 
nófilos no soro ou na urina poderia ser um importante mar- 
cador substituto de doença e prever exacerbações. 


Terapia 


Caso se considere a sequência de reações desde a exposição 
inicial ao alergênio até a produção de doença atópica, pode-se 


observar que vários pontos na cadeia são alvos legítimos da 
terapia (Figura 15.13). 

Afastamento do alergênio. Muitas vezes é inviável evitar o 
contato com possíveis alergênios, embora, para dar um 
exemplo, não seja aconselhável dar leite de vaca a lactentes 
muito novos. Após a sensibilização, é claro que vale a pena 
evitar o alergênio quando possível, mas às vezes é surpreen- 
dente a relutância de alguns pais em se desfazer do gato da 
família para evitar os sibilos do pequeno Algernon. 

Modulação da resposta imune. A dessensibilização por 
injeção subcutânea de pequenas quantidades de alergênio 
pode causar melhora importante em indivíduos sujeitos à 
anafilaxia por veneno de inseto ou rinite alérgica sazonal. A 
imunoterapia sublingual com alergênios (SLIT, do inglês, 
sublingual allergen immunotherapy) é menos demorada para o 
paciente e está associada a menor risco de reações sistêmicas 
graves que a administração subcutânea; mas é preciso levar 
em conta o fato de que às vezes não é tão eficaz quanto a 
imunoterapia injetável. O objetivo original da terapia de 
hipossensibilização aos alergênios era estimular a síntese de 
anticorpos “bloqueadores” de IgG, cuja função era desviar o 
alergênio do contato com a IgE ligada ao tecido. Embora esse 
fator possa contribuir, a diminuição da síntese de IgE por 
ocupação do receptor FcyRIIB (veja a p. 273) nas células B 
por IgG alergênio-específica ligada a moléculas de alergênio 
unidas aos receptores IgE de superfície também parece pro- 
vável (veja a p. 273; ver Capítulo 10 sobre regulação da 
produção de Ac por IgG). Além disso, a cooperação dos 
linfócitos T é importante para a síntese de IgE e a patogenia 
mediada por eosinófilos, e, portanto, os efeitos benéficos da 
injeção de antígeno também podem ser mediados pela 
indução de células T anérgicas ou reguladoras e pela mudança 
da produção de citocinas de Th2 para Thl. A injeção de 
Mycobacterium vaccae destruída pelo calor induz a secreção de 
IL-10 e TGFB por células T reguladoras com consequente 
diminuição da atividade de Th2. A inibição do fator de trans- 
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crição associado a Th2 GATA-3 usando agonistas de PPAR 
(receptor ativado por proliferador de peroxissomo), ou a esti- 
mulação da expressão de T-bet associada a Thl com motivo 
CpG, pode oferecer opções terapêuticas no futuro para pro- 
moção de respostas de Th1 em vez de Th2. A administração 
de epítopos de peptídios tolerizantes ou antagonistas é outra 
possível modalidade terapêutica. Felizmente, a maioria dos 
pacientes responde a um número muito limitado de epítopos 
de células T em qualquer alergênio e, portanto, pode não ser 
necessário adaptar o peptídio terapêutico para cada indivíduo. 
Ensaios clínicos de imunoterapia com peptídios derivados de 
Fel d 1 de alergênio de gato resultaram em diminuição das 
reações das fases inicial e tardia. Pode-se defender a futura 
hipossensibilização profilática de crianças com dois pais asmá- 
ticos, dado que elas têm probabilidade aproximada de 50% 
de desenvolver a doença. 

Bloqueio da ação de IgE. Já comentamos sobre o anticorpo 
monoclonal humanizado omalizumabe contra o domínio 
Ce3 de ligação a FceRI da IgE (veja a p. 407), que propor- 
ciona uma nova terapia empolgante contra as formas graves 
de asma. Ele reduz os níveis circulantes de IgE quase a zero 
por neutralização direta, e como efeito secundário diminui a 
expressão IgE-dependente do receptor FceRI em mastócitos. 
Assim, há muito menos receptores no mastócito para se ligar 
a IgE e praticamente não há IgE para ligação. Não é de sur- 
preender, portanto, o sucesso que teve esse anticorpo em 
ensaios clínicos da fase II e a aprovação subsequente pela FDA 
para uso em adultos e adolescentes com asma atópica persis- 
tente moderada ou grave cujos sintomas não são bem contro- 
lados com corticosteroides inalados. 

Estabilização das células estimuladoras. Agentes inalados 
como isoprenalina e cromoglicato de sódio, que tornam os 
mastócitos resistentes à estimulação, proporcionaram grande 
alívio. O cromoglicato de sódio bloqueia a atividade dos 
canais de cloro e mantém as células em estado fisiológico de 
repouso normal, o que provavelmente contribui para os 
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Figura 15.13 Alergias atópicas e seu tratamento: áreas de respostas locais e possíveis terapias. Eventos e tratamentos 
relacionados com a anafilaxia local são representados em verde e a inflamação crônica, em vermelho. mAb, anticorpo monoclonal. 
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efeitos inibidores de diversas funções celulares, como a des- 
granulação dos mastócitos, a quimiotaxia e a liberação de 
mediadores de eosinófilos e neutrófilos, além da broncocons- 
trição reflexa. Alguns desses efeitos, ou todos eles, são respon- 
sáveis por suas ações antiasmáticas. 

A ativação de macrófagos por interação do alergênio com 
IgE ligado à superfície é, sem dúvida, um importante fator 
iniciador de reações tardias, como discutido anteriormente, e 
a resistência a esse estímulo pode ser alcançada de modo eficaz 
com corticosteroides. Sem dúvida, os corticosteroides inala- 
dos revolucionaram o tratamento da asma. A principal ação 
é inibir a transcrição de vários genes inflamatórios, inclusive, 
na situação atual, daqueles que codificam várias citocinas. 

Antagonismo de mediadores. Há muito tempo comprovou- 
-se a utilidade dos antagonistas do receptor H, da hista- 
mina no tratamento sintomático da doença atópica. Os novos 
fármacos dessa classe, como a loratadina e a fexofenadina, 
são eficazes na rinite e na redução do prurido na dermatite 
atópica, embora seja pequeno o benefício na asma. Além 
disso, a cetirizina tem efeitos úteis no recrutamento de eosi- 
nófilos na reação da fase tardia. Os B,-agonistas seletivos de 
ação curta, como o Ventolin, cujo princípio ativo é o albu- 
terol (salbutamol), são inalados para aliviar sintomas leves a 
moderados de asma. Esses agonistas do receptor B-adrenérgico 
aumentam os níveis de cAMP com consequente relaxamento 
do músculo liso brônquico e inibição da desgranulação dos 
mastócitos. Um importante avanço foi a introdução de 
B>-agonistas de ação prolongada como salmeterol e formo- 
terol, que protegem contra a broncoconstrição durante 12 h. 
Potentes antagonistas do receptor de leucotrienos, como o 
pranlucaste, também bloqueiam estímulos constritores e 


mostram surpreendente eficácia em alguns pacientes, sobre- 
tudo asmáticos sensíveis ao ácido acetilsalicilico. 

A teofilina foi introduzida no tratamento da asma há 
mais de 60 anos e, como inibidor da fosfodiesterase (PDE), 
aumenta o cAMP intracelular e causa broncodilatação. Em 
geral, isso é vantajoso para o paciente, embora, em razão da 
preocupação com alguns de seus efeitos colaterais, a teofi- 
lina só seja usada quando outras opções de tratamento são 
ineficazes. 

Ataque à inflamação crônica. Alguns fármacos impedem 
doenças atópicas em mais de um estágio. A cetirizina é um 
bom exemplo, com efeitos duplos no receptor de histamina e 
no recrutamento de eosinófilos. Os corticosteroides parecem 
fazer quase tudo; além do papel na estabilização de macrófagos, 
inibem com firmeza a ativação e a proliferação de células Th2, 
que são a força dominante na asma crônica, e podem pôr fim 
ao estreitamento irreversível das vias respiratórias. Assim é que 
os esteroides inalados (p. ex., budesonida, furoato de mometa- 
sona, propionato de fluticasona) com elevada potência anti- 
-inflamatória, mas efeitos colaterais mínimos em razão do 
metabolismo hepático, constituem a terapia de primeira linha 
para a maioria dos asmáticos crônicos, com suplementação de 


Bo-agonistas de ação prolongada. 


Hipersensibilidade citotóxica 
dependente de anticorpos (tipo ll) 


Quando há um antígeno presente na superfície celular, a com- 
binação com o anticorpo estimula a morte celular mediante 
promoção de contato com fagócitos por aderência opsônica a 
receptores Fcy e, muitas vezes, a receptores C3b após ativação 
do complemento pela via clássica. A morte celular também 
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Figura 15.14 Hipersensibilidade citotóxica dependente de anticorpos (tipo II). Anticorpos contra antígenos da superfície celular 
causam morte celular não só por lise dependente de complemento com uso do complexo de ataque à membrana (MAC) C5b-C9, 
mas também por reações de aderência a Fcy e C3b que levam à fagocitose, ou por destruição extracelular não fagocitária por 
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Monócitos e neutrófilos ativados por IFNy humanos destroem células 
tumorais recobertas por Ac usando seus receptores FcyRI; as células NK destroem os alvos por meio de receptores FcyRIIl. 


pode ocorrer por ativação de todo o sistema complemento até 
C8 e C9, com lesão direta da membrana (Figura 15.14), 
embora seja preciso vencer o efeito protetor das proteínas regu- 
ladoras do complemento na superfície celular. 

Um mecanismo citotóxico bem diferente, a citotoxicidade 
celular dependente de anticorpos (ADCC, do inglês, anti- 
body-dependent cellular cytotoxicity), ocorre quando células-alvo 
recobertas por anticorpos são destruídas por meio de um pro- 
cesso não fagocitário extracelular do qual participam leucócitos 
que se ligam ao alvo por seus receptores Fc específicos, por 
exemplo, FcyR no caso de IgG (Figura 15.14). A ADCC pode 
ser mediada por vários tipos diferentes de leucócitos, inclusive 
células NK (veja a p. 26), monócitos, neutrófilos e eosinófilos. 
Embora facilmente observada como fenômeno in vitro, por 
exemplo, esquistossômulos recobertos por IgG ou IgE podem 
ser destruídos por eosinófilos (veja a Figura 12.25), ainda é 
difícil dizer sea ADCC têm função in vivo. Do ponto de vista 
funcional, o esperado seria que esse mecanismo citotóxico 
extracelular fosse importante no caso de alvos grandes demais 
para a ingestão por fagocitose, por exemplo, grandes parasitos 
e tumores sólidos. Também poderia ser um sistema de apoio à 


destruição mediada por células T. 


Reações tipo Il entre membros da mesma 
espécie (aloimunes) 


Reações à transfusão 


Entre os muitos diferentes constituintes polimórficos da mem- 
brana da hemácia humana, os grupos sanguíneos ABO são o 
sistema dominante. Os grupos antigênicos A e B são derivados 
da substância H (Figura 15.15) pela ação de glicosiltransferases 
codificadas pelos genes 4 ou B, respectivamente. Indivíduos 
com os dois genes (grupo AB) têm os dois antígenos em suas 
hemácias, enquanto os que não têm esses genes (grupo O) 
sintetizam apenas substância H. Os anticorpos contra À ou B 
surgem espontaneamente quando não há antígeno na superfi- 
cie da hemácia; portanto, uma pessoa do grupo A tem anti-B, 
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e assim por diante. Em geral, essas iso-hemaglutininas são 
IgM e provavelmente pertencem à classe de “anticorpos natu- 
rais”; elas seriam estimuladas por contato com antígenos da 
flora intestinal cuja estrutura é semelhante à dos carboidratos 
do grupo sanguíneo, de modo que os anticorpos produzidos 
reagem de modo cruzado com o tipo correspondente de 
hemácia. Um indivíduo do grupo sanguíneo A seria tolerante 
a antígenos muito semelhantes ao A e só produziria anticorpos 
de reação cruzada capazes de aglutinar hemácias tipo B; do 
mesmo modo, um indivíduo O produziria anti-A e anti-B 
(Tabela 15.3). No caso de transfusão, hemácias incompatíveis 
são recobertas pelas iso-hemaglutininas, o que causa grave 
hemólise intravascular mediada por complemento. 

A refratariedade clínica a transfusões de plaquetas costuma 
ser causada por aloimunização HLA, mas esse problema geral- 
mente é evitado por leucorredução das plaquetas. 


Incompatibilidade rhesus 


Os grupos sanguíneos rhesus (Rh) constituem o outro prin- 
cipal sistema antigênico, sendo o antígeno RhD o que traz 
mais consequências para as reações isoimunes. Uma mãe de 
grupo sanguíneo RhD-negativo (i. e., genótipo dd) é facil- 
mente sensibilizada por hemácias de um bebê com antígenos 
RhD (genótipo DD ou Dd). Isso é mais frequente no nasci- 
mento do primeiro filho, quando uma hemorragia placentária 
pode possibilitar a passagem de grande quantidade dos eri- 
trócitos do bebê para a mãe. A classe predominante dos 
anticorpos produzidos é IgG e, ao contrário da IgM anti-A e 
anti-B citada anteriormente no sistema de grupo sanguíneo 
ABO, eles são capazes de atravessar a placenta nas gestações 
subsequentes. A reação com o antígeno D existente nas 
hemácias fetais provoca sua destruição por aderência opsônica, 
cuja consequência é a doença hemolítica do recém-nascido 
(Figura 15.16a e b). 

Esses anticorpos anti-D não aglutinam hemácias RhD- 
positivas in vitro (“anticorpos incompletos”) porque a baixa 
densidade dos locais antigênicos não permite a formação de 


| Grupo O | 


Figura 15.15 O sistema ABO. Os genes alélicos A e B codificam transferases que acrescentam N-acetilgalactosamina (GalNAc) ou 
galactose (Gal), respectivamente, à substância H. O oligossacarídio é ancorado à membrana celular por acoplamento a uma 
esfingomielina chamada ceramida. Oitenta e cinco por cento da população secreta substâncias do grupo sanguíneo na saliva, onde 
os oligossacarídios estão presentes como polipeptídios solúveis conjugados, formados sob a ação de um gene secretor (se). Fuc, 


fucose. 
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Tabela 15.3 Grupos sanguíneos ABO e anticorpos séricos. 


Grupo sanguíneo (fenótipo) 'Genótipo 
A AA,AO 

B BB,BO 
AB AB 

(o) oo 


Antigeno Anticorpo sérico 
A ANTI-B 
B ANTI-A 
AeB NENHUM 
H ANTI-A 
ANTI-B 


r 


Sensibilização 7 Doença hemolítica 


Figura 15.16 Doença hemolítica do 


Mãe RhD- Mãe RhD- 


IgG 
anti-D 


Nascimento 


suficientes pontes de anticorpos entre os eritrócitos de carga 
negativa para superar as forças de repulsão eletrostática. Os 
eritrócitos recobertos por anti-D podem aglutinar-se por 
acréscimo de soro anti-imunoglobulina (reagente de Coombs; 
Figura 15.17). 

Se uma máe tem iso-hemaglutininas naturais que reagem 
com todos os eritrócitos fetais que chegam à sua circulação, 
a sensibilização aos antígenos D é menos provável porque as 
hemácias são “desviadas” e afastadas das células sensíveis ao 
antígeno. Por exemplo, uma mãe RhD-negativa do grupo O 
com um bebê RhD-positivo do grupo A destruiria os eritró- 
citos fetais com os anticorpos anti-A antes que eles pudessem 
imunizá-la para produzir anti-D. Em uma extensão desse 
princípio, mães RhD-negativas são tratadas profilatica- 
mente com IgG anti-D com 28 e 34 semanas de gestação e 
novamente por ocasião do parto se o bebê for RhD-positivo 


recém-nascido por 
incompatibilidade rhesus. (a) 
Hemacias RhD-positivas do primeiro 
bebê sensibilizam a mãe RhD- 
negativa. (b) A IgG anti-D materna 
atravessa a placenta e recobre os 
eritrócitos do segundo bebê RhD- 
positivo, causando doença hemolítica 
de hipersensibilidade tipo Il. (c) A IgG 
anti-D administrada profilaticamente 
na primeira gravidez e no parto 
elimina as hemácias do bebê por 
fagocitose e impede a sensibilização 
materna. 


(Figura 15.16c). Isso reduz muito o risco de sensibilização 
— outro sucesso da imunologia. 

Outra doença resultante da passagem transplacentária de 
anticorpos maternos é a trombocitopenia aloimune neona- 
tal. A queda do número de plaquetas melhora muito com a 
injeção intravenosa de IgG humana de pool (IgIV). A eficácia 
dos fragmentos Fcy e de anti-FcyR sugere que o mecanismo 
de ação é o bloqueio dos receptores Fcy. 


Transplantes de órgãos 


Os aloenxertos estimulam a produção de anticorpos humorais 
no hospedeiro contra antígenos de superfície do transplante. 
Estes podem ser diretamente citotóxicos ou causar aderência 
das células fagocitárias ou ainda ataque por ADCC. Os anti- 
corpos também podem causar aderência plaquetária quando 
se ligam a antígenos na superfície do endotélio vascular 


P Reação de Coombs 


negativa 


p Reação de Coombs 


positiva 


Figura 15.17 Teste de Coombs 
para hemácias recobertas por 
anticorpos. Esse teste é usado 
para detecção de anticorpos 
rhesus e no diagnóstico de 
anemia hemolítica autoimune. 
(Fotografias cedidas por A. 
Cooke.) 


(Figura 16.6, p. 443). A rejeição hiperaguda é mediada por 
anticorpos pré-formados no receptor do transplante. 


Reações de hipersensibilidade tipo Il autoimune 


Na anemia hemolítica autoimune há produção de autoan- 
ticorpos contra as hemácias do próprio paciente. Eles reagem 
a 37ºC com epítopos em antígenos do complexo rhesus dis- 
tintos daqueles que estimulam reações de transfusão. Os eri- 
trócitos recobertos por esses anticorpos têm pequena 
meia-vida, principalmente por aderência a macrófagos esplê- 
nicos. Mecanismos semelhantes são responsáveis pela anemia 
em pacientes com doença por crio-hemaglutinina que têm 
anticorpos monoclonais anti-I depois da infecção por 
Mycoplasma pneumoniae, e em alguns casos de hemoglobinú- 
ria paroxística por frio associada a anticorpos de Donath- 
Landsteiner com atividade lítica específicos para o grupo 
sanguíneo P. Esses anticorpos são basicamente do isótipo IgM 
e só reagem a temperaturas bem abaixo de 37ºC. Os autoan- 
ticorpos IgG contra glicoproteínas da superfície da plaqueta 
são responsáveis pela diminuição das plaquetas na púrpura 
trombocitopênica idiopática, principalmente pela elimina- 
ção por macrófagos teciduais, mediada por receptor Fcy, no 
baço e no fígado. 

Pacientes com tireoidite de Hashimoto têm autoanticor- 
pos que, na presença de complemento, são diretamente cito- 
tóxicos para células tireoidianas humanas isoladas em cultura. 
Na síndrome de Goodpasture, os autoanticorpos reconhecem 
o colágeno tipo IV na membrana basal glomerular do rim. 
Esses anticorpos, juntamente com componentes do comple- 
mento, ligam-se à membrana basal no local onde a ação do 
sistema complemento total causa lesão grave (Figura 15.18a). 
Poder-se-ia também incluir a retirada dos receptores de ace- 
tilcolina da placa motora muscular por autoanticorpos na 
miastenia gravis como outro exemplo de hipersensibilidade 
tipo II. 


Reações farmacológicas tipo II 


Os fármacos podem se acoplar a componentes do corpo e, 
assim, sofrer conversão de hapteno em imunógeno completo, 
o que pode provocar resposta imune em alguns indivíduos. 
Em caso de produção de anticorpos IgE, pode haver reações 
anafiláticas. Em algumas circunstâncias, sobretudo com poma- 
das de uso tópico, pode haver indução de hipersensibilidade 
celular. Em outros casos de acoplamento a proteínas séricas, 
há possibilidade de reações tipo III mediadas por imunocom- 
plexos. No presente contexto, estamos interessados naqueles 
casos em que o fármaco aparentemente forma um complexo 
antigênico com a superfície das hemácias circulantes e leva à 
produção de anticorpos citotóxicos para o complexo célula 
fármaco. Quando o uso do fármaco é interrompido, a sensi- 
bilidade desaparece. Exemplos desse mecanismo ocorrem na 
anemia hemolítica às vezes associada à administração conti- 
nua de clorpromazina ou fenacetina, na agranulocitose asso- 
ciada ao uso de amidopirina ou quinidina, e na situação, agora 
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(a) 


Figura 15.18 Glomerulonefrite. (a) Na síndrome de 
Goodpasture por hipersensibilidade tipo Il com deposição linear 
de anticorpo na membrana basal glomerular, aqui visualizada 
por coloração de peça de biopsia de rim humano com anti-IgG 
fluorescente; e em contraste com (b) no lúpus eritematoso 
sistêmico (LES, veja a p. 513), no qual uma hipersensibilidade 
tipo Ill é associada à deposição de complexos antigeno- 
anticorpo, que se apresentam como massas bem definidas que 
revestem a membrana basal glomerular após coloração 
imunofluorescente com anti-lgG. Padrões semelhantes a esses 
são obtidos com anti-C3 fluorescente. (Cortesia de S. Thiru.) 


clássica, de púrpura trombocitopênica, que pode ser provo- 
cada por Sedormid, um antigo sedativo. Neste último caso, o 
soro fresco do paciente causa a lise de plaquetas na presença, 
mas não na ausência, de Sedormid; a inativação do comple- 
mento por aquecimento prévio do soro a 56°C por 30 min 
impede esse efeito. 


Hipersensibilidade mediada por 
imunocomplexos (tipo III) 


O corpo pode ser exposto a excesso de antígenos durante um 
longo período em diversas circunstâncias: infecção persis- 
tente, autoimunidade e contato repetido com agentes ambien- 
tais. A união desses antígenos e anticorpos para formar um 
complexo no corpo pode dar origem a reações inflamatórias 
agudas por vários mecanismos (Figura 15.19). Em primeiro 
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lugar, complexos intravasculares podem agregar plaquetas 
com duas consequéncias: constituem uma fonte de aminas 
vasoativas e também podem formar microtrombos, que acar- 
retam isquemia local (Figura 15.19a). Os imunocomplexos 
também podem estimular macrófagos, por meio de seus 
receptores Fcy, a liberar citocinas proinflamatérias IL-1 e 
TNE, intermediários reativos do oxigênio e óxido nítrico 
(Figura 15.19b). Complexos insolúveis geralmente não são 
digeridos após fagocitose por macrófagos e, portanto, propor- 
cionam um estímulo ativador persistente. Em caso de fixação 
do complemento, há geração do fator quimiotático C5a, 
levando ao afluxo de neutrófilos (Figura 15.19c) que iniciam 
a fagocitose dos imunocomplexos; por sua vez, isso provoca 
a liberação extracelular do conteúdo granular dos neutrófilos, 
sobretudo quando o complexo é depositado sobre uma mem- 
brana basal e não pode ser fagocitado (“fagocitose frustrada”). 
Evidentemente, as enzimas proteoliticas (entre elas, proteases 
neutras e colagenase), enzimas formadoras de cinina, proteí- 
nas policatiônicas e intermediários reativos do oxigênio e 
nitrogênio liberados lesam os tecidos locais e intensificam a 
resposta inflamatória. As anafilatoxinas C3a e C5a produzidas 
após ativação do complemento causam liberação de media- 
dores do mastócito, com consequentes alterações da permea- 
bilidade vascular (Figura 15.19d). Outros danos podem ser 
mediados por lise reativa na qual C5, C6 e C7 ativados 
fixam-se temporariamente à superfície de células vizinhas e, 
depois, se ligam a C8 e C9. Dadas todas essas possíveis con- 
sequências da formação de imunocomplexos, a necessidade 
do sistema de inibidores existentes no organismo deve ser 
absolutamente clara. 

O resultado da formação de imunocomplexos in vivo 
depende não só da quantidade absoluta de antígeno e 
anticorpo, que determina a intensidade da reação, mas 
também das proporções relativas, que governam a natureza 
dos complexos (veja a Figura 6.24, p. 170) e, portanto, sua 
distribuição no organismo. Na situação de excesso de 
anticorpos e leve excesso de antígenos, os complexos são 
rapidamente precipitados e tendem a se localizar no local 
de introdução do antígeno, enquanto no excesso mode- 
rado a acentuado de antígeno há formação de complexos 
solúveis. 

A ligação covalente de C3b impede as interações Fc-Fc 
necessárias para formar grandes agregados insolúveis, e esses 
pequenos complexos ligam-se aos receptores de complemento 
CRI no eritrócito humano e são transportados até macrófa- 
gos fixos no fígado e no baço, onde são inativados com 
segurança. Esse é um papel importante do eritrócito, uma 
célula que costuma ser injustamente ignorada na discussão do 
sistema imune. Em caso de defeitos nesse processo, por 
exemplo, na deficiência de componentes da via clássica, ou 
talvez de sobrecarga do sistema sobrecarregado, pode haver 
doença disseminada com deposição de complexos nos rins, 
articulações, pele e plexo corióideo (redes de capilares nas 
paredes dos ventrículos cerebrais). 


Lesões inflamatórias por complexos 
formados no local 


Reação de Arthus 


Maurice Arthus constatou que a injeção intradérmica de 
antígeno solúvel em coelhos hiperimunizados com altos 
níveis de anticorpos precipitantes produzia uma reação de 
eritema e edema que alcança o auge em 3 a 8 h e, depois, 
geralmente desaparece. A lesão era caracterizada por infiltra- 
ção intensa por neutrófilos (veja a Figura 15.20a e b). O 
antígeno injetado precipita-se com o anticorpo, muitas vezes 
dentro da vênula, rápido demais para que o sistema com- 
plemento clássico consiga impedir; em seguida, o complexo 
é capaz de se ligar ao complemento e, usando reagentes 
fluorescentes, é possível demonstrar antígeno, imunoglobu- 
lina e componentes do complemento nessa lesão, conforme 
ilustrado pela resposta inflamatória contra depósitos de 
imunocomplexos contendo antígeno de superfície da hepa- 
tite B em paciente com periarterite nodosa (Figura 15.20c). 
A produção de anafilatoxina, a desgranulação de mastócitos, 
a ativação de macrófagos, a agregação de plaquetas e o afluxo 
de neutrófilos são todos fatores de contribuição. A reação 
de Arthus pode ser atenuada por depleção de neutrófilos por 
mostarda nitrogenada ou de complemento por anti-C5a; as 
formas solúveis das proteínas reguladoras do complemento 
CD46 (proteína cofator de membrana) e CD55 (fator ace- 
lerador do decaimento) também são inibidoras. 


Reações a antígenos inalados 


Reações intrapulmonares tipo Arthus a antígenos exóge- 
nos inalados são responsáveis por vários distúrbios de hiper- 
sensibilidade. As grandes dificuldades respiratórias associadas 
ao pulmão do fazendeiro ocorrem 6 a 8 h depois da expo- 
sição à poeira do feno mofado. Os pacientes são sensibiliza- 
dos a actinomicetos termofílicos que crescem no feno 
mofado, e extratos desses organismos produzem reações de 
precipitina com o soro do indivíduo e reações de Arthus à 
injeção intradérmica. A inalação de esporos bacterianos na 
poeira do feno introduz o antígeno nos pulmões e há uma 
reação de hipersensibilidade mediada por imunocomplexo. 
Situações semelhantes ocorrem na doença do criador de 
pássaros, na qual o antígeno provavelmente é a proteína 
sérica presente na poeira das fezes secas, e em muitos outros 
casos curiosamente chamados de alveolite alérgica extrin- 
seca decorrente da inalação contínua de partículas orgâni- 
cas, por exemplo, pulmão dos lavadores de queijo (esporos 
de Penicillium casei), pulmão dos peleiros (proteínas do pelo 
de raposa) e pulmão dos cortadores de casca do bordo 
(esporos de Cryptostroma). As evidências de que uma reação 
anafilática imediata tipo I pode, às vezes, ser importante 
para o início de uma reação de Arthus provêm do estudo de 
pacientes com aspergilose broncopulmonar alérgica que têm 
altos níveis de IgE e anticorpos IgG precipitantes contra 
espécies de Aspergillus. 


Agregação 
plaquetária (a) 


Microtrombos. Liberação 
de amina vasoativa 
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Figura 15.19 Hipersensibilidade mediada por imunocomplexos (tipo IlI) — mecanismos patogênicos de base. ROI, 


intermediários reativos do oxigênio; NO, óxido nítrico. 


Reações a antígenos internos 


As reações tipo III costumam ser provocadas pela liberação 
local de antígeno por organismos infecciosos dentro do 
corpo; por exemplo, filárias vivas, como a Wuchereria ban- 
crofti, são relativamente inofensivas, mas o parasito morto 
encontrado em vasos linfáticos inicia uma reação inflama- 
tória considerada responsável pela obstrução do fluxo linfá- 
tico e a subsequente elefantíase, um tanto monstruosa. A 
morte de células microbianas após quimioterapia pode 
causar liberação abrupta de antígenos microbianos, e em 
indivíduos com altos níveis de anticorpos produz reações 
bastante dramáticas mediadas por imunocomplexos, como 
eritema nodoso leproso na pele de pacientes com hanse- 
níase lepromatosa tratados com dapsona (Figura 15.21) e 


reações de Jarisch-Herxheimer em sifilíticos tratados com 
penicilina. 

Uma variante interessante da reação de Arthus é observada 
na artrite reumatoide, na qual há formação local de complexos 
articulares decorrente da produção de IgG anti-IgG autoasso- 
ciativa pelos plasmócitos sinoviais (veja a p. 514). 

Os complexos também poderiam ser gerados no local por 
um mecanismo muito diferente que implica aderência inespecí- 
fica de um antígeno a estruturas teciduais, seguida por ligação 
de anticorpo solúvel — em outras palavras, o antígeno é fixado 
no tecido antes, e não depois, da combinação ao anticorpo. 
Embora não esteja clara a extensão desse mecanismo em pacien- 
tes com doença por imunocomplexos, vamos descrever a obser- 
vação experimental em que se baseia. Depois da injeção de 
endotoxina bacteriana, os camundongos liberam na circulação 
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Figura 15.20 Histologia da reação inflamatória aguda na poliarterite nodosa associada à formação de imunocomplexos com 
antígeno de superfície da hepatite B (HBsAg). (a) Vaso com trombo (Thr) e necrose fibrinoide (FN) é circundado por infiltrado 
inflamatório misto, principalmente de neutrófilos. (b) Imagem em grande aumento de resposta inflamatória aguda em tecido 
conjuntivo frouxo de paciente com poliarterite nodosa — neutrófilos polimorfonucleares (PMN) são proeminentes. (c) Estudos por 
imunofluorescência de imunocomplexos na artéria renal de paciente com hepatite B crônica, corados com antiantígeno B da 
hepatite conjugado com fluoresceina (à esquerda) e anti-lIgM conjugado com rodamina (à direita). A presença de antígeno e 
anticorpo nas túnicas íntima e média da parede arterial indica depósito dos complexos nesse local. Os depósitos de IgG e C3 
também são detectáveis com a mesma distribuição. ([a] e [b] cedidas por cortesia de N. Woolf; [c] gentilmente cedida por A. 


Nowoslowski.) 


Figura 15.21 Eritema nodoso leproso, antebraço. O paciente 
tem hanseníase lepromatosa com superposição de eritema 
nodoso leproso. Esses nódulos com inflamação aguda eram 
extremamente dolorosos e o paciente estava febril. (Fotografia 
gentilmente cedida por G. Levene.) 


DNA que se liga especificamente ao colágeno na membrana 
basal dos capilares glomerulares; a endotoxina também causa a 
ativação policlonal de células B, produzindo o anti-DNA que dá 


origem a complexos antígeno-anticorpo no rim. 
Doença resultante de complexos circulantes 


Glomerulonefrite por imunocomplexos 


A deposição de complexos é dinâmica e só se observa doença 
prolongada quando o antígeno é persistente, como nas 
infecções crônicas e doenças autoimunes. Nos glomérulos, 


os complexos menores chegam à face epitelial, mas com- 
plexos progressivamente maiores são retidos no interior 
da face endotelial da membrana basal glomerular (ou 
sobre ela) (Figura 15.22). Eles se acumulam como grânulos 
“grumosos” corados por imunofluorescência para antígeno, 
imunoglobulina e complemento (C3) (Figura 15.18b) e 
apresentam-se como grandes massas amorfas ao exame por 
microscópio eletrônico (veja a Figura 18.18). O processo 
inflamatório lesa a membrana basal por meio da ocupação 
dos complexos com células efetoras que têm receptores Fcy, 
como indicado pela ausência de glomerulonefrite apesar da 
deposição de imunocomplexo nos rins de híbridos F1 de 
camundongos New Zeland knockout para Fey (B x W) 
(modelo murino de lúpus eritematoso sistêmico humano, 
LES; p. 513). A proteinúria é consequência do extravasa- 
mento de proteínas séricas através da membrana lesada, e a 
albumina sérica, por ser pequena, aparece na urina (Figura 
15.23, pista 3). 

Muitos casos de glomerulonefrite estão associados a com- 
plexos circulantes, e as biopsias apresentam padrão de colo- 
ração fluorescente semelhante ao da Figura 15.18b, que 
mostra os depósitos DNA/anti-DNA/complemento no rim 
de paciente com LES (veja a p. 513). São bem conhecidas a 
doença que sucede a infecção por determinadas cepas de 
estreptococos denominados “nefritogênicos” e a síndrome 
nefrótica associada à malária, nas quais foram implicados 
complexos com antígenos do organismo infeccioso. A nefrite 
por imunocomplexos pode surgir no curso de infecções virais 
crônicas, como em indivíduos coinfectados pelo HIV e pelo 
vírus da hepatite C. 
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Figura 15.22 Deposição de imunocomplexos no glomérulo renal. (1) Os complexos induzem a liberação de mediadores 
vasoativos dos basófilos e plaquetas, que causam (2) a separação das células endoteliais. (3) Ligação de complexos maiores à 
membrana basal exposta, com complexos menores atravessando para o lado epitelial. (4) Os complexos induzem agregação 
plaquetária. (5) Neutrófilos atraídos por quimiotaxia liberam o conteúdo dos grânulos na “fagocitose frustrada” para danificar a 
membrana basal e causar o extravasamento de proteínas séricas. A deposição de complexos é favorecida no capilar glomerular, 
porque esse é um importante local de filtração e tem alta pressão hidrodinâmica. A deposição é muito reduzida em animais com 
depleção de plaquetas ou tratados com antagonistas das aminas vasoativas. 


Deposição de imunocomplexos 
em outros locais 


Os plexos corióideos encefálicos são um importante local de 
filtração e, portanto, também favoritos para a deposição de 
imunocomplexos. Esse fator poderia ser responsável pela 
frequência de distúrbios do sistema nervoso central no LES. 
Pacientes com comprometimento neurológico tendem a 
apresentar depressão do componente C4 do complemento 
no líquido cerebrospinal (LCE) e, ao exame postmortem, 
observaram-se depósitos dispersos de imunoglobulina e 
DNA no plexo corióideo de pacientes com LES que tinham 
distúrbios neurológicos e altos títulos de anti-DNA. A 
panencefalite esclerosante subaguda está associada à elevada 
razão de anticorpos contra sarampo entre o LCE e o soro, 
e podem-se encontrar depósitos de Ig e Ag do sarampo no 
tecido neural. 

Erupções cutâneas vasculíticas também são características 
do lúpus eritematoso sistêmico e discoide (Figura 15.24), e 
as biopsias das lesões mostram depósitos amorfos de Ig e C3 
na membrana basal da junção dermoepidérmica (veja a 
Figura 18.19). 

Outro exemplo de hipersensibilidade por imunocom- 
plexo é a síndrome do choque hemorrágico observada no 
sudeste asiático durante uma segunda infecção pelo vírus da 
dengue. Existem quatro tipos de vírus, e anticorpos contra 
um tipo produzidos durante uma primeira infecção não 
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Figura 15.23 Proteinúria demonstrada por eletroforese. Pista 
1: Soro normal de referência. A principal banda mais próxima 
do catodo é a albumina. Pista 2: Urina normal com traço de 
albumina. Pista 3: Proteinúria glomerular mostrando importante 
componente da albumina. Pista 4: Proteinúria por lesão tubular 
com padrão eletroforético totalmente diferente. Pista 5: 
Proteinúria de Bence Jones representando cadeias leves de 
paraproteína excretada. Pista 6: Proteinúria de Bence Jones 
com traço da paraproteina intacta. Algumas amostras foram 
concentradas. (Eletroferogramas gentilmente cedidos por T. 
Heys.) 
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Figura 15.24 Erupções cutâneas 
vasculíticas por deposição de 
imunocomplexo. (a) Aparência facial no 
lúpus eritematoso sistêmico (LES). As 
lesões de início recente são simétricas, 
vermelhas e edemaciadas. Muitas vezes 
são mais acentuadas nas áreas da face 
mais expostas à luz, isto é, parte 
superior das bochechas e ponte do 
nariz, além das proeminências na fronte. 
(b) Lesões vasculíticas no LES. 
Observam-se pequenas máculas 
purpúricas. 


neutralizam uma segunda cepa, mas, até certo ponto, faci- 
litam sua entrada e multiplicação em monócitos humanos 
por fixação do complexo a receptores Fc. A produção 
aumentada de vírus acarreta a formação de imunocomplexos 
e acentuada ativação intravascular da via clássica do com- 
plemento. Em alguns casos, fármacos como a penicilina 
tornam-se antigênicos depois da conjugação com proteínas 
do corpo e formam complexos que medeiam reações de 
hipersensibilidade. 

Deve-se dizer que a persisténcia de complexos circulantes 
nem sempre causa hipersensibilidade tipo III (p. ex., em 
muitos pacientes com câncer e em indivíduos com reações 
idiótipo-anti-idiótipo). Talvez nesses casos os complexos 
sejam incapazes de iniciar as alterações necessárias para depo- 
sição de complexo, mas alguns sustentam a visão de que 
complexos detectados no soro podem, às vezes, ser artefatos 
liberados pela ligação in vivo aos receptores CRI do eritrócito 
pela ação de fator I durante o processamento do sangue. 


Tratamento 


A evitação dos antígenos exógenos inalados que induzem 
reações tipo III é óbvia. A eliminação de microrganismos asso- 
ciados à doença por imunocomplexo por quimioterapia pode 
provocar outra reação pela liberação abundante de antígeno. A 
inibição dos fatores acessórios supostamente necessários para a 
deposição de complexos parece lógica. O cromoglicato de 
sódio, a heparina e os salicilatos são usados com frequência, 
sendo estes últimos um estabilizador plaquetário eficaz e 
também um potente anti-inflamatório. Os corticosteroides são 
inibidores particularmente poderosos da inflamação e são imu- 
nossupressores. Em muitos casos, principalmente naqueles que 
abrangem autoimunidade, pode ser justificado o uso de agentes 
imunossupressores convencionais. 


Hipersensibilidade celular (tipo tardio) 
(tipo IV) 


A hipersensibilidade do tipo tardio (DTH, do inglês, delayed- 
-type hypersensitivity) é encontrada em muitas reações alérgicas 


a agentes infecciosos, na dermatite de contato resultante de 
sensibilização a determinadas substâncias químicas simples e 
na rejeição a transplantes. Talvez o exemplo mais conhecido 
seja a reação de Mantoux provocada por injeção cutânea de 
tuberculina em indivíduo com imunidade celular induzida 
por infecção prévia pela micobactéria. A reação é caracterizada 
por eritema e induração (Figura 15.25a), que só aparecem 
após várias horas (daí o termo “tardia”), alcançam o auge em 
24 a 48 h e depois cedem. Ao exame histológico, a fase inicial 
da reação é observada como uma bainha perivascular de 
células mononucleares, seguida por exsudação mais extensa 
de células mono e polimorfonucleares. Estas últimas logo 
saem da lesão e deixam um infiltrado predominantemente 
mononuclear formado de linfócitos e células da série 
monócito-macrófago (Figura 15.25b) Isso contrasta com o 
caráter essencialmente “neutrofílico” da reação de Arthus 
(Figura 15.20). 

Reações comparáveis contra proteínas solúveis ocorrem 
quando a sensibilização é induzida por incorporação do antí- 
geno ao adjuvante de Freund completo (veja a p. 376). Em 
alguns casos, mas não em todos, se os animais forem sensibi- 
lizados apenas com antígeno ou com adjuvante de Freund 
incompleto (que não tem as micobactérias presentes no adju- 
vante completo), o estado de hipersensibilidade tardia tem 
menor duração e a resposta dérmica é mais transitória. Isso é 
conhecido como sensibilidade de “Jones-Mote”, porém re- 
centemente foi denominado hipersensibilidade basofílica 
cutânea em razão da alta proporção de basófilos que infiltram 
a lesão cutânea. 


Base celular da hipersensibilidade tipo IV 


Ao contrário de outras formas de hipersensibilidade que já 
comentamos, a reatividade tardia não pode ser transferida de 
um indivíduo sensibilizado para outro não sensibilizado por 
anticorpos séricos; são necessários linfócitos T. Nunca é 
demais ressaltar que a lesão da hipersensibilidade decorre da 
interação exagerada entre o antígeno e os mecanismos imunes 
celulares normais (veja a p. 245). Após sensibilização prévia, 


as células T de memória reconhecem o peptídio antigênico 


Figura 15.25 Reações de 
hipersensibilidade celular (tipo IV). (a) 
Teste de Mantoux mostra reação de 
hipersensibilidade celular à tuberculina, 
caracterizada por induração e eritema. 
(b) Lesão inflamatória crônica tipo IV no 
pulmão tuberculoso mostrando necrose 
caseosa (CN), células epitelioides (E), 
células gigantes (G) e células 
inflamatórias mononucleares (M). (c) 
Diagrama de um granuloma com necrose 
caseosa (“tipo queijo”) central. (d) 
Reação de hipersensibilidade de contato 
tipo IV ao níquel, causada pelo fecho de 
um cordão. ([a] Gentilmente cedida por 
J. Brostoff e [b] por R. Barnetson; (d) 
reproduzida do material educativo da 
British Society for Immunology com 
permissão da Society and the 
Dermatology Department, London 
Hospital.) 


junto com as moléculas do MHC classe II em uma célula 
apresentadora de antígeno e são ativadas para proliferar. As 
células T estimuladas liberam várias citocinas que medeiam a 
resposta de hipersensibilidade subsequente, sobretudo por 
atração e ativação dos macrófagos, se elas pertencerem ao 
subgrupo Th1, ou eosinófilos, se forem Th2. As células T 
auxiliares também ajudam precursores Tc a se tornarem 
células killer que podem lesar células-alvo infectadas por virus 
(Figura 15.26); as células citotóxicas TCRaB CD8 são ativa- 
das por reconhecimento de complexos MHC classe I com 
proteínas virais processadas, e as células killer TCRyô operam 
por ligação a proteínas virais nativas na superfície das células 
infectadas. Também se acredita que haja participação das 
células Th17. Assim, camundongos knockout para IL-17 têm 
comprometimento das respostas de DTH, e a IL-17 é secre- 
tada por clones de células T níquel-específicas positivas para 
antígeno cutâneo associado ao linfócito (CLA) de pacientes 
alérgicos ao níquel. As citocinas liberadas por células Th1 e 
Th17 ativam as células NK, que então liberam citocinas 
proinflamatórias e exercem atividade destrutiva por indução 
de apoptose em queratinócitos. Sabe-se que a IL-17 é sinér- 
gica com o IFNy no aumento da expressão de ICAM-1 e da 
produção de quimiocinas por queratinócitos humanos, o que 
pode acelerar sua destruição. 


Lesão tecidual produzida por reações tipo IV 
Infecções 


O desenvolvimento de um estado de hipersensibilidade 
celular a produtos bacterianos é o provável responsável pelas 
lesões, como a cavitação, caseificação e toxemia geral, obser- 
vadas na tuberculose humana e nas lesões cutâneas granulo- 
matosas encontradas em pacientes com o tipo limítrofe de 
hanseníase. Quando o combate entre as bactérias que se mul- 
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tiplicam e as defesas do corpo não é resolvido em favor do 
hospedeiro, o antígeno persistente provoca uma reação de 
hipersensibilidade tardia local crônica. A liberação contínua 
de citocinas por linfócitos T sensibilizados leva ao acúmulo 
de grande quantidade de macrófagos, muitos dos quais dão 
origem a grupos de células epitelioides (macrófagos morfolo- 
gicamente semelhantes a células epiteliais), enquanto outros 
se fundem e formam células gigantes multinucleadas. Os 
macrófagos que apresentam peptídios derivados de antígenos 
bacterianos usando as moléculas do MHC classe I de super- 
fície podem tornar-se alvos de células T citotóxicas e ser 
destruídos. Haverá lesão tecidual adicional decorrente da 
citotoxicidade indiscriminada por macrófagos ativados por 
citocinas. Morfologicamente, essa combinação de tipos celu- 
lares com linfócitos proliferativos e fibroblastos associados a 
áreas de fibrose e necrose é denominada granuloma crônico 
e representa a tentativa do corpo de isolar um local de infec- 
ção persistente (Figuras 15.25b, c e 15.26). Cabe notar que 
os granulomas também podem originar-se da persistência de 
complexos antígeno-anticorpo ou de materiais inorgânicos 
indigeríveis, como talco, nos macrófagos, embora os granu- 
lomas não imunológicos possam ser distinguidos pela ausên- 
cia de linfócitos. 

As erupções cutâneas no sarampo e as lesões associadas ao 
herpes simples podem ser atribuídas principalmente a reações 
tardias com extensa lesão, mediada por Tc, das células infec- 
tadas por virus. Do mesmo modo, células T citotóxicas espe- 
cíficas causam extensa destruição de células hepáticas 
infectadas pelo vírus da hepatite B. A hipersensibilidade 
celular também foi demonstrada nas micoses candidíase, der- 
matomicose, coccidioidomicose e histoplasmose, bem como 
na parasitose leishmaniose. 

A doença de Crohn e a colite ulcerativa são as duas princi- 
pais formas de doença intestinal inflamatória (IBD, do inglês, 
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Figura 15.26 A base celular da 
hipersensibilidade tipo IV. As células 
Thi ativam os macrófagos e as 
células T citotóxicas, enquanto as 
células Th2 recrutam eosinófilos. ROI, 
intermediários reativos do oxigênio; 
NO, óxido nítrico. 
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inflammatory bowel disease) e são diferentes, embora provavel- 
mente causadas por respostas imunes desreguladas das mucosas 
a antígenos microbianos no intestino, A doença de Crohn é 
caracterizada por inflamação granulomatosa transmural com 
acometimento da toda a parede intestinal, desde a mucosa até 
a serosa, e pela ocorrência de fibrose, microperfurações e fistu- 
las. Pode haver inflamação em todo o trato gastrintestinal. Já 
na colite ulcerativa há inflamação mais superficial limitada ao 
cólon e ao reto. Há forte associação entre mutações do gene 
NOD2, que codificam um receptor de reconhecimento de 
padrão citoplasmático para o dipeptídio muramil da peptido- 
glicana da parede da célula bacteriana, e suscetibilidade à 
doença de Crohn. A IBD pode ser induzida em camundongos 
com imunodeficiência combinada grave (SCID) pela transfe- 
rência de células T CD4 CD45RB" virgens (naive), mas a 
colite pode ser curada pela transferência subsequente de células 
T reguladoras CD4*, CD25”, CD45RB". As células agressoras 
pertencem à população Th1 estimulada por IL-12 que produz 
TNE e IFNy, muito tóxicas para os enterócitos, enquanto as 
células reguladoras secretam as citocinas supressoras TGFB e 
IL-10. O anticorpo monoclonal anti-TNF é uma terapia muito 
eficaz; o tratamento probiótico com lactobacilos e Streptococcus 
salivarius parece manter a remissão na colite grave, é menos 
cruel e tem menor custo (lembre-se da simpática propaganda 
do iogurte). Estão sendo realizados ensaios clínicos para con- 


firmar a eficácia desses tratamentos em grandes coortes de 
pacientes. 

A colite experimental induzida em camundongos SJL/J 
por administração de oxazolona apresenta-se com quadro de 
inflamação relativamente superficial semelhante à colite ulce- 
rativa humana. A princípio, é mediada por células Th2 pro- 
dutoras de IL-4, mas logo substituída por uma resposta 
atípica de Th2 com a participação de células NKT produtoras 
de IL-13. O tecido inflamado em pacientes com colite ulce- 
rativa contém quantidade aumentada de células NKT não 
clássicas produtoras de IL-13 (ao contrário da maioria das 
células NKT, estas não têm TCR invariável) que podem ser 
citotóxicas para as células epiteliais humanas. 


Sarcoidose 


A sarcoidose é uma doença de etiologia desconhecida que 
afeta o tecido linfoide e leva à formação de granulomas crô- 
nicos. Acredita-se que a causa seja uma resposta de Th1 infla- 
matória crônica a um antígeno infeccioso, ambiental ou 
autoantígeno. É frequente a presença de quantidades aumen- 
tadas de células B ativadas e hipergamaglobulinemia. Foram 
obtidas evidências de micobactérias atípicas, mas a hipersen- 
sibilidade do tipo tardio é deprimida e os pacientes são anér- 
gicos no teste cutâneo com tuberculina, talvez em razão da 
presença de quantidades aumentadas de células T reguladoras 


em pacientes com doenga ativa. Os pacientes apresentam 
reação granulomatosa algumas semanas após a injeção intra- 
dérmica de extrato esplênico de outro paciente com sarcoi- 
dose — a reação de Kveim. 


Dermatite de contato 


A via epidérmica de inoculação tende a favorecer o desen- 
volvimento de uma resposta de Th1 por meio do processa- 
mento por células de Langerhans dendríticas ricas em classe 
II (veja a Figura 2.7f), que migram para os linfonodos e 
apresentam o antígeno aos linfócitos T. Assim, as reações 
cutâneas tardias costumam ser provocadas por substâncias 
de baixo peso molecular capazes de se ligar a peptídios no 
sulco das moléculas do MHC na superfície das células de 
Langerhans e formar novos antígenos. As reações são carac- 
terizadas por infiltrado de células mononucleares que alcança 
o auge em 12 a 15 h, acompanhado por edema da epiderme 
com formação de microvesículas (Figura 15.27). No entanto, 
a história tem uma guinada rara, possivelmente porque o 
reagente incitante é um hapteno reativo. A reação mono- 
nuclear tardia é totalmente dependente de eventos muito 
precoces (1 a 2 h) mediados por IgM hapteno-específica 
produzida por células B-1 que, juntamente com o comple- 
mento, ativa os vasos locais para permitir o recrutamento 
de células T. Pode haver hipersensibilidade de contato em 
pessoas sensibilizadas por substâncias químicas no local de 
trabalho, como cloreto de picrila e cromatos, ou que entram 
em contato repetidas vezes com a substância urushiol da 
hera venenosa. A p-fenileno diamina presente em algumas 
tinturas de cabelo, a neomicina em pomadas de uso tópico 
e os sais de níquel formados em objetos como fechos de 
níquel de bijuterias (Figura 15.25d) provocam reações seme- 
Ihantes. Clones de células T específicos para sais de níquel 
isolados deste último grupo produzem um perfil de citocinas 
tipo Thl (IFNy, IL-2) à estimulação antigênica (Figura 
15.10b). As células NKT invariáveis que produzem tanto a 
citocina IFNy de “Th1” quanto a citocina IL-4 de “Th2” 
também estão presentes no infiltrado cutâneo de pacientes 
com dermatite de contato. 
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Outros exemplos 


As respostas excessivas por células Th2 podem lesar tecidos 
por ativação de eosinófilos (Figura 15.26). Como relatado, as 
células T que sintetizam IL-5 são amplamente responsáveis 
pelo afluxo constante de eosinófilos na asma e na dermatite 
atópica (veja a p. 413). As células Th2 também são responsá- 
veis pela doença hepática na esquistossomose, que foi atri- 
buída a uma reação contra enzimas solúveis derivadas dos 
ovos alojados nos capilares (Figura 15.28). 

Sugeriu-se que a resposta DTH Th1-Th2 relativamente 
mista induzida por picadas de insetos hematófagos como o 
mosquito Phebotomus papatasi poderia representar uma adap- 
tação do inseto para direcionar a resposta imune do hospe- 
deiro para seu próprio benefício. Assim, foi demonstrado que 
o aumento do fluxo sanguíneo associado a áreas de DTH 
permitiu aos flebótomos alimentarem-se duas vezes mais 
rápido que em áreas de pele normal. 

A contribuição das reações de DTH para a rejeição do 
aloenxerto é abordada no Capítulo 16, enquanto o possível 
papel das células Tc para o controle das células cancerosas é 
exposto no Capítulo 17. Em algumas doenças autoimunes 
órgão-específicas, como o diabetes tipo I, as reações de hiper- 
sensibilidade celular são, sem dúvida, o principal mecanismo 
de destruição celular. 

A inflamação intestinal na doença celíaca, uma enteropatia 
associada ao HLA-DQ2/8, é precipitada por exposição à glia- 
dina do trigo. O distúrbio está associado ao que provavelmente 
é um aumento geneticamente relacionado da atividade mucosa 
da transglutaminase (o principal antígeno-alvo dos autoanti- 
corpos antiendomísio; veja a p. 512). Essa enzima desamida os 
resíduos glutamina na gliadina e cria um novo epítopo de célula 
T que se liga com eficiência a DQ2 e é reconhecido por células 
Thl CD4* intraepiteliais secretoras de IFNy. A produção local 
de IL-15 também participa aumentando a expressão de molé- 
culas do MHC classe I não clássicas, como a MICA em células 
epiteliais, e de receptores para elas, como NKG2D em células 
T aß CD8*, células T y e células NK, levando à destruição 
citotóxica das células epiteliais. 

A psoríase implica proliferação acentuada de queratinó- 
citos epidérmicos e diferenciação epidérmica incompleta 


Figura 15.27 Sensibilidade de 
contato. (a) A formação de infiltrados 
linfocíticos perivasculares (PL) e 
vesículas (Bl) caracterizam uma reação 
de hipersensibilidade de contato 
cutânea. (b) Imagem em grande 
aumento mostra a natureza linfocítica 
do infiltrado em reação de 
hipersensibilidade de contato. 
(Fotografias gentilmente cedidas por 
N. Woolf.) 
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acelerada. Por motivos desconhecidos, em cerca de 10% dos 
pacientes as manifestações cutâneas estão associadas à artrite 
psoriática com inflamação e destruição articular. A inflama- 
ção cutânea tem a participação de neutrófilos e de células T 
CD4 e CD8 que são CD45RO’, indicando que têm expe- 
riência com antígeno. A liberação de IFNy induz hiperplasia 
epidérmica e, juntamente com o TNE, aumenta a expressão 
de ICAM-1 em queratinócitos epidérmicos, assim facili- 
tando a aderência de células T. Experiências em modelo de 
xenoenxerto cutâneo de psoríase com transplante de pele 
humana em camundongos com imunodeficiência combi- 
nada grave (SCID) identificaram que a forma ativada do 
transdutor de sinal e ativador da transcrição 3 (STAT3), 
uma molécula sinalizadora celular, localiza-se no núcleo de 
queratinócitos epidérmicos após a transferência de células T 
CD4, mas não CD8, indicando um papel central da sinali- 
zação de STAT3 nas interações entre células CD4 ativadas 
e queratinócitos. Os agentes biológicos eficazes no trata- 
mento da psoríase são o etanercepte (proteína de fusão do 
receptor de TNF-IgG) e os anticorpos monoclonais adali- 
mumabe (anti-TNF humano), infliximabe (anti-TNF qui- 
mérico) e ustequinumabe (anti-IL-12 e IL-23 humanas). O 
efalizumabe, um anticorpo monoclonal IgG1 humanizado 
contra CD11a (LFA-1), também é eficaz, mas deixou de ser 
comercializado por motivo de segurança. Recentemente, 
demonstrou-se que a produção de IL-22 por células 
Th17 medeia a proliferação de queratinócitos e a hiperplasia 
de células epidérmicas, o que oferece outro possível alvo 
terapêutico. 


Um acréscimo à classificação original 
— hipersensibilidade estimulatória 
(“tipo v”) 


Embora Gell e Coombs só tenham classificado quatro tipos 
de reação de hipersensibilidade, às vezes é acrescentado um 
quinto tipo (tipo V), que ocorre quando os anticorpos 
contra um receptor da superfície celular atuam como ago- 
nista e estimulam a célula. Quando o hormônio estimulante 
da tireoide (TSH) liga-se a seu receptor nas células epiteliais 
da tireoide, a adenilil ciclase é ativada e há geração do “men- 
sageiro secundário” cAMP para estimular a produção de 
hormônio tireoidiano. Uma vez produzidos níveis suficien- 
tes do hormônio, uma alça de feedback negativo interrompe 
a produção de TSH. O anticorpo tireoestimulante encon- 
trado em pacientes com doença de Graves (veja a p. 510) é 
um autoanticorpo contra o receptor do TSH e simula o 
efeito do TSH, mas nesse caso há secreção contínua do 
autoanticorpo por plasmócitos, o que provoca estimulação 
constante da tireoide e hipertireoidismo. Autoanticor- 
pos agonistas que estimulam o receptor AT1 da angioten- 
sina II foram descritos em pacientes com pré-eclâmpsia e 
hipertensão. 


Figura 15.28 Resposta ao ovo de esquistossomo mediada 
por Th2. A lesão de hipersensibilidade tipo Th2 de células 
inflamatórias (M) ao redor de um ovo de esquistossomo (SE) 
no parênquima hepático (LP). (Fotografia cedida por M. 
Doenhoff.) 


Reações de hipersensibilidade inatas 


Muitas infecções provocam “síndrome do choque tóxico”, 
que é caracterizada por hipotensão (queda da pressão arterial), 
hipoxia (escassez de oxigênio), oligúria (diminuição do débito 
urinário) e anormalidades microvasculares, e é mediada por 
elementos do sistema imune inato, independentemente da 
operação de respostas imunes adquiridas. 

A septicemia associada a bactérias Gram-negativas 
provoca a liberação excessiva de TNE, IL-1 e IL-6 por esti- 
mulação de macrófagos e células endoteliais pelo lipopolis- 
sacarídio (LPS) endotoxina. Normalmente isso estimularia 
as defesas do hospedeiro, auxiliando o recrutamento de 
fagócitos por promoção da aderência ao endotélio, sensibi- 
lização de neutrófilos para liberação subsequente de inter- 
mediários reativos do oxigênio, indução de respostas febris 
(há melhora contínua das respostas imunes na faixa de 33º 
a 44ºC) e assim por diante. Infelizmente, o excesso de LPS 
circulante, e as citocinas liberadas em resposta a ele, causa 
fisiopatologia indesejada em locais distantes. Isso ocorre, por 
exemplo, na síndrome de angústia respiratória do adulto 
provocada por invasão muito intensa do pulmão por neu- 
trófilos. Há elevação patológica prolongada da concentração 
de óxido nítrico, mas, além disso, o LPS ativa a via alterna- 
tiva do complemento, o que pode estar associado à capa- 
cidade de induzir a liberação de tromboxane A, e 
prostaglandina por plaquetas, levando à coagulação intra- 
vascular disseminada. 

Embora o principal responsável na sepse por Gram- 
negativos seja o LPS, os organismos Gram-positivos têm 
vários componentes que atuam nos elementos de defesa do 
hospedeiro para iniciar o choque séptico. Assim, a aderência de 
Staphylococcus aureus aos macrófagos induz a síntese de TNE e 
a agregação de plaquetas mediada por peptidoglicanas pelo 
mesmo organismo causa coagulação intravascular disseminada. 


As enterotoxinas estafilocócicas e estreptocócicas induzem a 
síndrome do choque tóxico por mecanismos muito diferentes. 
Agindo como superantígenos (veja a p. 141), elas reagem 
diretamente com famílias específicas de receptores de células T 
e dão origem à liberação de grande quantidade de citocinas, 
incluindo TNF e fator inibidor da migração de macrófagos 
(MIE), detectado em altas concentrações no plasma de pacien- 
tes com choque séptico. Há vários tratamentos em investigação. 
A pentoxifilina bloqueia a produção de TNF por macrófagos. 
Modelos experimentais de choque séptico são bloqueados por 
anti-MIF e por um peptídio derivado da sequência natural 
150-161 de enterotoxina B estafilocócica, que é parte de um 
domínio crucial para ativação de células T. 

No capítulo anterior já se chamou a atenção do leitor 
tanto para a síndrome periódica associada ao receptor do 
fator de necrose tumoral (TRAPS) (p. 382) quanto para a 
hemoglobinúria paroxística noturna (p. 384). O consumo 
indevido de C3 está associado à glomerulonefrite mesangio- 
capilar e à lipodistrofia (degeneração de tecido adiposo) 
parcial em pacientes com o denominado fator nefrítico C3, 
um autoanticorpo IgG capaz de ativar a via alternativa por 
combinação com a C3bBb convertase e sua estabilização. 

Em pacientes com fibrose pulmonar idiopática há uma 
anomalia da resposta à lesão tecidual pulmonar, com desequi- 
líbrio entre o reparo de feridas e a fibrinólise. A produção de 
TGFB e TNF por células epiteliais e macrófagos causa a 
proliferação de fibroblastos e a superprodução de matriz 


m A estimulação excessiva dos mecanismos efetores 
normais do sistema imune pode causar lesão 
tecidual, e nós abordamos as reações de 
hipersensibilidade, classificadas em vários tipos. 


Hipersensibilidade anafilática (tipo 1) 

E A anafilaxia abrange contração do músculo liso e 
dilatação dos capilares. 

E Isso depende da reação do antígeno com 
anticorpo IgE específico ligado, por seu Fc, ao 
receptor FceRI de alta afinidade do mastócito. 

E A ligação cruzada e a aglomeração dos receptores 
de IgE ativam a tirosinoquinase Lyn, recrutam 
outras quinases e causam a liberação de 
mediadores pelos grânulos, incluindo histamina, 
leucotrienos e fator ativador plaquetário, além de 
fatores quimiotáticos de eosinófilos e neutrófilos e 
várias outras citocinas. 


Alergia atópica 
E A atopia decorre de uma resposta excessiva de 
IgE a antígenos extrínsecos (alergênios) que causa 
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extracelular. Em geral, os anti-inflamatórios não foram bené- 
ficos nessa doença; na verdade há algumas indicações de que 
o IFNy pode ter algum potencial terapêutico por agir como 
agente antifibrótico. 

As características neuropatológicas da doença de 
Alzheimer são as placas extracelulares e os entrelaçados de 
neurofibrilas intracelulares. As placas senis contêm peptídios 
hidrofóbicos B-amiloides de 4 kDa derivados da proteína 
precursora B-amiloide (APP, do inglês, amyloid precursor 
protein). Normalmente, a APP é clivada por uma at-secretase 
em produtos solúveis que não formam o fragmento B-ami- 
loide de Alzheimer. No entanto, em indivíduos com essa 
doença neurodegenerativa, os peptídios patogênicos de 4 kDa 
são produzidos após processamento proteolítico sequencial da 
APP por B-secretase (BACE, enzima de clivagem da APP no 
local B) e y-secretase (composta de pressenilina-1 e 2). Acre- 
dita-se que os peptídios B-amiloides agregados produzidos 
por essa via desencadeiem a apoptose em neurônios. A 
variante APOE4 do gene que codifica a apolipoproteina E, 
um transportador de colesterol, é o único gene de suscetibi- 
lidade estabelecido, embora pareça haver participação de 
outros genes. Após a observação de que o uso de altas doses 
de anti-inflamatórios não esteroides (AINE) para tratamento 
de distúrbios como artrite reumatoide parece reduzir a pro- 
babilidade de doença de Alzheimer, estão sendo realizados 
ensaios clínicos para avaliar a capacidade desses imunomodu- 
ladores de atrasar ou evitar o início da doença de Alzheimer. 


reações anafiláticas locais em áreas de contato 
com o alergênio. 

E A rinite alérgica sazonal e a asma extrinseca 
representam os distúrbios alérgicos atópicos mais 
comuns resultantes da exposição a alergênios 
inalados. A dermatite atópica também é 
extremamente comum. 

E Enquanto a reação imediata ao alergênio extrinseco 
(máxima em 30 min) é causada por estimulação do 
mastócito, uma reação da fase tardia com pico em 
5 h, que abrange a infiltração de eosinófilos, é 
iniciada pela ativação de macrófagos alveolares e 
de outros tipos por meio de IgE ligada à superfície; 
agora o TNF e a IL-1p secretados atuam sobre 
células epiteliais e fibroblastos para liberar 
poderosas substâncias quimioatratoras de 
eosinófilos, como CCL5 e CCL11. 

E Na asma, o prolongamento acentuado da resposta 
ao alergênio é causado por células Th2 que 
mantêm o recrutamento de eosinófilos que 
danificam o tecido por liberação de IL-5. O caldo 
de potentes broncoconstritores, o efeito lesivo da 
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proteína básica principal de eosinófilos e a 
hipersecreção de muco estimulada por IL-13 e 
IL-4 contribuem para a lesão das vias respiratórias 
característica da asma crônica. 

m Muitas alergias a alimentos estão associadas à 
hipersensibilidade tipo |. 

E Os fatores genéticos incluem relação com a 
propensão a produzir o isótipo de IgE e com 
genes que codificam vários receptores de 
reconhecimento de padrão. 

E A exposição a infecções estimuladoras de 
Thi pode ter grande influência no ajuste pelo 
“imunostato” da tendência a respostas de Thi ou 
Th2, sendo que esta última aumenta o risco de 
alergia pela promoção da síntese de IgE e 
recrutamento de eosinófilos. 

E O antígeno responsável é identificado por testes de 
puntura intradérmicos, com reação imediata de pápula 
e eritema, por testes de provocação e por RAST. 

m Quando possível, o melhor tratamento é evitar o 
alergênio. 

m Um anticorpo monoclonal contra o dominio de 
união ao receptor de IgE diminui radicalmente a 
síntese e os níveis de IgE e reduz a reatividade 
dos mastócitos. 

E O tratamento sintomático implica o uso de 
Po-agonistas de ação prolongada e antagonistas 
do leucotrieno. O cromoglicato de sódio bloqueia 
a atividade dos canais de cloro, assim 
estabilizando mastócitos e inibindo a 
broncoconstrição. A teofilina é um inibidor da 
fosfodiesterase que eleva o cAMP intracelular e 
causa broncodilatação. 

E A asma crônica é dominada por células Th2 
ativadas e é tratada com esteroides inalados, que 
têm ampla gama de ações anti-inflamatórias, entre 
elas a capacidade de bloquear a produção de 
mediadores por macrófagos ou células Th2 
estimulados. Quando necessário, podem ser 
complementados com B,-agonistas de ação 
prolongada. 

E Ciclos de injeção ou administração sublingual de 
antígenos podem dessensibilizar mediante 
formação de anticorpos IgG bloqueadores ou 
reguladores ou por regulação das células T. Os 
peptídios do epítopo de células T podem ser 
manipulados para modular o estado atópico. 


Hipersensibilidade citotóxica dependente de 

anticorpos (tipo II) 

m Esse tipo de hipersensibilidade implica a morte de 
células que tenham anticorpo unido a um antígeno 
de superfície. 


E As células podem ser capturadas por células 
fagocitárias, às quais aderem por meio de seu 
revestimento de IgG ou C3b, lisadas por 
complemento ou destruídas por efetores de ADCC. 

E Os exemplos são: reações transfusionais, doença 
hemolítica do recém-nascido por incompatibilidade 
rhesus, destruição de enxerto mediada por 
anticorpos, reações autoimunes contra os 
elementos figurados do sangue e a membrana 
basal glomerular renal, além de hipersensibilidade 
resultante do recobrimento de eritrócitos ou 
plaquetas por um fármaco. 


Hipersensibilidade mediada por imunocomplexos 

(tipo III) 

m Esse tipo decorre dos efeitos de complexos 
antígeno-anticorpo por: (i) ativação de 
complemento com consequente desgranulação 
dos mastócitos e atração de neutrófilos, os quais 
liberam mediadores que lesam o tecido ao contato 
com o complexo; (ii) estimulação dos macrófagos 
a liberar citocinas proinflamatórias; e (iii) 
agregação de plaquetas para causar a formação 
de microtrombos e a liberação de aminas 
vasoativas. 

m Quando os níveis de anticorpos circulantes são 
altos, o antígeno é precipitado perto do local de 
entrada no corpo. A reação cutânea é 
caracterizada por infiltração de neutrófilos, 
edema e eritema máximos em 3 a 8 h (reação de 
Arthus). 

E Os exemplos são pulmão de fazendeiro, pulmão 
dos criadores de pássaros e aspergilose pulmonar, 
nos quais os antígenos inalados provocam altos 
níveis de anticorpos, reações ao aumento abrupto 
do antígeno causado por morte celular de 
micróbios durante a quimioterapia da hanseníase 
ou sífilis, poliarterite nodosa associada a 
complexos com o vírus da hepatite B e um 
elemento da lesão sinovial na artrite reumatoide. 

m No excesso relativo de antígeno, formam-se 
complexos solúveis que são removidos por ligação 
aos receptores CR1 C3b nas hemácias. Se esse 
sistema estiver sobrecarregado ou se houver 
deficiência dos componentes clássicos do 
complemento, os complexos circulam no estado 
livre e são depositados, em situações de aumento 
da permeabilidade vascular, em alguns locais 
preferidos: glomérulo renal, articulações, pele e 
plexo corióideo. 

E Os exemplos são: glomerulonefrite associada ao 
lúpus eritematoso sistêmico (LES) ou infecção por 
estreptococos, malária e coinfecção pelo HIV e 


virus da hepatite C; distúrbios neurológicos no 
LES e panencefalite esclerosante subaguda; e 
choque hemorrágico na dengue. 


Hipersensibilidade celular ou do tipo tardio 

(tipo IV) 

m Baseia-se na interação do antígeno com células T 
sensibilizadas e representa a lesão tecidual 
decorrente de reações impróprias de imunidade 
celular. 

m Ha liberação de citocinas, entre elas o IFNy, que 
ativam macrófagos e são responsáveis pelos 
processos ocorridos em uma reação de 
hipersensibilidade tardia típica, como a reação de 
Mantoux à tuberculina, ou seja, o aparecimento 
tardio de reação de induração e eritema que 
alcança o auge em 24 a 48 h e é caracterizada 
histologicamente por infiltração por fagócitos 
mononucleares e linfócitos. 

E A provocação contínua de hipersensibilidade tardia 
por antígeno persistente leva à formação de 
granulomas crônicos. 

E As células do tipo Th2 que produzem IL-5 também 
podem causar lesão tecidual por sua capacidade 
de recrutar eosinófilos. 

E As células T CD8 são ativadas por antígenos do 
MHC classe | a se tornarem diretamente citotóxicas 
às células-alvo com o antígeno apropriado. 

E A produção de IL-22 por células Th17 em 
pacientes com psoríase provoca a proliferação de 
queratinócitos e hiperplasia de células 
epidérmicas. 

E Os exemplos são: lesão tecidual em infecções 
bacterianas (tuberculose, hanseníase), virais 
(sarampo, herpes), fúngicas (candidíase, 
histoplasmose) e parasitoses (leishmaniose, 
esquistossomose), dermatite de contato por 
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exposição a cromatos e hera venenosa, picadas 
de insetos e psoríase. A doença intestinal 
inflamatória pode ser causada por reações tipo 
Thi (doença de Crohn) ou de células T NK 
“semelhantes a Th2” (colite ulcerativa) contra 
bactérias intestinais. A doença celíaca é uma 
resposta aberrante à gliadina do trigo. 


Hipersensibilidade estimulatória (tipo V) 

E O anticorpo reage com um componente essencial 
da superfície como receptor hormonal e “liga” a 
célula. 

m Um exemplo é o hipertireoidismo na doença de 
Graves, causada por autoanticorpo anti-TSHR 
estimulatório. A Tabela 15.4 compara as 
características desses cinco tipos de 
hipersensibilidade adquirida. 


Reações de hipersensibilidade “inatas” 

E Algumas infecções provocam “sindrome do 
choque tóxico”, que implica a liberação excessiva 
de TNF, IL-1 e IL-6, além da ativação da via 
alternativa do complemento. 

E A síndrome de angústia respiratória aguda 
associada a bactérias Gram-negativas é causada 
principalmente pela endotoxina lipopolissacarídio 
(LPS), que provoca uma grande invasão pulmonar 
por neutrófilos. 

E Organismos Gram-positivos causam liberação de 
TNF e fator inibidor da migração de macrófagos 
(MIF) pela ação direta em macrófagos e 
estimulação de famílias selecionadas de células T 
pelos superantígenos enterotoxinas. 

E A anormalidade de mecanismos inatos pode ser a 
base da fibrose pulmonar idiopática e contribuir 
para as placas B-amiloides na doença de 
Alzheimer. 


Tabela 15.4 Comparação de tipos de hipersensibilidade que implicam respostas adquiridas. 


Anafilática (I) 


Reação mediada por anticorpos Ac homocitotrópico. 


Antígeno 

Resposta a Reação máx. 
antígeno Aparência 
intradérmico Histologia 


Transferência de sensibilidade 
para pessoa normal 


Exemplos: 


*FC, fixação do complemento. 


Ligação a mastócito 


Geralmente exógeno 
(p. ex., grão de pólen) 


30 min (+ reação tardia) 
Pápula e eritema 


Mastócitos desgranulados; 
edema; (reação celular tardia 
incluindo eosinófilos) 


Alergia atópica, por exemplo, 
rinite alérgica sazonal 


Citotóxica (Il) 


Ac humoral 
+ FC* 


Superfície celular 


Anticorpo sérico 


Doença hemolítica 
do recém-nascido 
(Rh) 


Mediada por 
imunocomplexo (Ill) 
Ac humoral 

+O 


Extracelular 


3a8h 

Eritema e edema 

Reação inflamatória 
aguda; predomínio 
de neutrófilos 


Glomerulonefrite por 
imunocomplexos 
Pulmão do fazendeiro 


Celular (IV) 


Nenhuma 

(mediada por células T) 
Associado ao MHC em 
macrófago ou célula-alvo 
24 a 48 h 

Eritema e induração 


Inflamagao perivascular: 
polimorfos migram, 
deixando principalmente 
células mononucleares 


Células linfoides 


Reação de Mantoux à TB 
Reação granulomatosa à 
TB 


Sensibilidade de contato 


Estimulatória 
(Vv) 

Ac humoral 
Sem FC* 


Superficie celular 


Anticorpo sérico 


Doenga de 
Graves 
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Para lembrar 


Enquanto as células da resposta inata e os linfócitos B da resposta 
adaptativa reconhecem antígenos intactos, os linfócitos T reconhecem 
antígenos processados na forma de peptídios apresentados pelas moléculas 
do MHC da superfície celular. Ao nível populacional, há uma diversidade 
incrível de genes do MHC, que parecem estar envolvidos na resposta aos 
diversos patógenos. Os mecanismos de recombinação V(D)J associados aos 
anticorpos e aos receptores da célula T também podem desencadear 
respostas contra quase todos os antígenos estranhos, incluindo moléculas 
alogênicas do MHC. 


Introdução 


Há muito tempo a substituição dos órgãos deteriorados por um transplante 
de tecidos normais tem sido um dos objetivos da medicina, mas tem sido 
frustrada significativamente pelos esforços pouco cooperativos do organismo 
no sentido de rejeitar os enxertos de outros indivíduos. Infelizmente, uma 
porcentagem relativamente grande das células T apresenta receptores 
específicos para o “alo-MHC”, ou seja, variantes do MHC de outros 
indivíduos. Os anticorpos também podem ser produzidos contra antígenos 
estranhos presentes nos tecidos ou nos órgãos transplantados. Essas 
limitações exigem a compatibilização dos tipos de tecidos e a 
imunossupressão para a maioria dos casos de transplantes entre indivíduos 
geneticamente diferentes. 


Tipos de enxerto 


Inicialmente, precisamos definir os termos usados para des- 
crever os transplantes entre individuos e entre espécies: 


E Autoenxerto — tecidos reimplantados no doador original. 


E Koenxerto — enxerto entre indivíduos singénicos (i. e., 
constituição genética idêntica), tais como irmãos gêmeos 
ou camundongos da mesma raça pura. 


E Aloenxerto — enxerto entre indivíduos alogénicos (i. e., 
membros da mesma espécie, mas com constituições 
genéticas diferentes), por exemplo, entre seres humanos ou 
de uma raça de camundongos para outra. 


E Xenoenxerto — enxertos entre indivíduos xenogénicos 
(i. e., de espécies diferentes), por exemplo, de cobaia para 
um ser humano. 


A maioria dos casos de transplante clínico consiste em 
aloenxertos, embora hoje em dia haja grande interesse na 
utilização dos enxertos obtidos de outras espécies. O proce- 
dimento de aloenxertia realizado mais comumente é a trans- 
fusão de sangue, com a qual as consequências infelizes da 
incompatibilidade incluem hemólise (destruição das hemá- 
cias), coagulação intravascular, calafrios e náuseas. Contudo, 
essas reações são raras porque o sangue transfundido certa- 
mente foi submetido às provas cruzadas de compatibilidade 
para os grupos ABO e Rh (rhesus). 

Ultimamente, pesquisadores têm dedicado muita atenção 
à rejeição dos enxertos sólidos (p. ex., pele) e é importante 
descrever a sequência de eventos envolvidos. Por exemplo, nos 
camundongos, o aloenxerto de pele se estabelece e adquire 
vascularização depois de alguns dias. Depois de 3 a 9 dias, a 
circulação diminui gradativamente e há infiltração crescente 
da base do enxerto por linfócitos e monócitos. A necrose 
começa a ser detectável macroscopicamente e, depois de 1 dia 
ou mais, o enxerto desprende-se por complexo (Figura 
M16.1.1). A rejeição é um fenômeno imunológico, eviden- 
ciando memória e especificidade (Marco histórico 16.1). 
Além disso, o receptor das células T de um doador que já 
rejeitou um enxerto apresenta rejeição acelerada de um 
enxerto adicional do mesmo tipo (Figura 16.1), mostrando 
que as células linfoides são ativadas (primed) e conservam 
memória do primeiro contato com os antígenos do enxerto. 


Controle genético dos antígenos 
do transplante 


A especificidade dos antígenos envolvidos na rejeição dos 
enxertos encontra-se sob controle genético. Indivíduos gene- 
ticamente idênticos (p. ex., camundongos de uma raça pura 
ou gêmeos homozigotos) têm antígenos transplantados idên- 
ticos e os enxertos podem ser transferidos livremente entre 
eles. A segregação mendeliana dos genes que controlam esses 
antígenos foi demonstrada por experiências de intercruza- 
mento entre camundongos de diferentes raças puras. Como 
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esses animais são realmente puros para determinada raça e 
sempre aceitam enxertos uns dos outros, eles devem ser 
homozigotos para os genes do “transplante”. Consideremos 
duas dessas raças (A e B) com genes alélicos diferentes em 
cada locus. Em cada indivíduo, os genes paternos e maternos 
serão idênticos e terão a mesma constituição genética, ou seja, 
AIA e BIB, respectivamente. O cruzamento das raças A e B 
origina a primeira geração familiar (F1) com constituição 
A/B. Agora, todos os camundongos F1 aceitam enxertos de 
um dos genitores, demonstrando que são imunologicamente 
tolerantes aos antígenos de A e B, em razão do fato de que 
os antígenos transplantados de cada genitor estão expressos 
de modo codominante (veja a Figura 4.26). Com o intercru- 
zamento da geração Fl, seria esperada uma distribuição 
média dos genótipos pelos descendentes de F2, conforme está 
ilustrado na Figura 16.2; apenas um em quatro não teria os 
genes A e, por essa razão, rejeitaria um enxerto A porque não 
seria tolerante; um em quatro rejeitaria os enxertos B pela 
mesma razão. Desse modo, para cada locus, três dentre quatro 
descendentes da geração F2 aceitariam enxertos da raça dos 
genitores. 

Nos camundongos, foram definidos cerca de 40 desses 
loci, mas como vimos anteriormente, o conjunto complexo 
de loci conhecido como H-2 (HLA dos seres humanos) pre- 
domina no sentido de que controla os antígenos transplanta- 
dos “fortes” que provocam reações intensas aos aloenxertos. 
Nos capítulos anteriores, estudamos a estrutura (veja a 
Figura 4.17) e a biologia desse complexo principal de his- 
tocompatibilidade (MHC) com alguns detalhes (veja Marco 
histórico 4.2, p. 103). Em vista da segregação mendeliana e 
da expressão codominante desses genes, deve-se concluir que, 
nas populações mestiças, os irmãos têm chance de 1:4 de 
igualdade com referência aa MHC. Os antígenos de trans- 
plante não H-2 ou “menores”, incluindo o H-Y masculino, 
são reconhecidos pelas células T como peptídios processados 
e combinados com as moléculas do MHC. É importante não 
confundir o termo “menor”, pensando que esses antígenos 
não podem causar problemas graves de rejeição; eles o fazem, 
embora mais lentamente que o MHC. 


Algumas consequências adicionais da 
incompatibilidade do MHC 


As diferenças do MHC classe Il desencadeiam 
uma reação linfocítica mista (MLR) 


Quando as células mononucleares do sangue periférico 
(PBMC, do inglês, peripheral blood mononuclear cells) dos 
indivíduos com haplótipos diferentes da classe II são culti- 
vadas juntas, há ativação e proliferação dos linfócitos (MLR, 
do inglés, mixed lymphocyte reaction), com as células T de 
cada população reagindo contra os determinantes do MHC 
classe II da superfície das células da outra população. As 
células que reagem são predominantemente linfócitos T 
CD4’, que são estimulados pelos determinantes da classe II 
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Bases imunológicas da rejeição do enxerto 


A especialidade dos transplantes é profundamente 
devedora a Sir Peter Medawar, renomado cientista que 
iniciou e inspirou seu desenvolvimento. Mesmo no final 
do século XX, existia o paradigma de que os enxertos 
entre membros não relacionados de uma espécie seriam 
rejeitados imediatamente, depois de um breve período 
inicial de aceitação (Figura M16.1.1). O fato de que havia 
uma base genética subjacente para a rejeição tornou-se 
clara a partir de duas linhas de evidências: as 
observações de Padgett em Kansas City, em 1932, de 
que os aloenxertos de pele entre membros da mesma 
familia tendiam a sobreviver por mais tempo que os 
transplantes realizados entre individuos sem grau de 
parentesco; e a demonstração fundamental por J. B. 
Brown em St. Louis, em 1937, de que gêmeos 
monozigóticos (i. e., geneticamente idênticos) aceitavam 
enxertos de pele um do outro. Entretanto, a rejeição foi 
trazida ao campo da imunologia apenas com as 
pesquisas de Medawar nos primeiros anos da Segunda 
Guerra Mundial, que foram motivadas pela necessidade 
de tratar tripulantes de aviões com queimaduras 
importantes. Ele mostrou que um segundo enxerto 
fornecido por determinado doador era rejeitado mais 
rápida e vigorosamente que o primeiro e, além disso, que 
um enxerto obtido de um indivíduo sem grau de 
parentesco era rejeitado com a cinética de uma reação 
primária (Figura M16.1.2). Essa rejeição secundária 
caracterizava-se por memória e especificidade e, 
portanto, era típica de uma resposta imunológica. Mais 
tarde, essa hipótese foi confirmada pela transferência da 


capacidade de expressar uma reação secundária com 
linfócitos. 

A mensagem era clara: para realizar o transplante 
bem-sucedido de tecidos e órgãos entre seres humanos, 
seria necessário suplantar essa barreira imunogenética. 
Algum sucesso foi conseguido por Murray, do Peter Bent 
Brigham Hospital (Boston), e por Hamburger, em Paris, 
que transplantaram rins entre gêmeos dizigotos depois de 
aplicar doses subletais de radiação X. O avanço 
fundamental ocorreu quando o estudo de Schwartz e 
Damashek sobre efeitos imunossupressores do fármaco 
antimitótico 6-mercaptopurina foi aplicado 
independentemente por Calne e Zukowski em 1960 para 
prolongar a sobrevida de aloenxertos renais de cães. 
Essas observações foram seguidas rapidamente pelo 
enxerto bem-sucedido realizado por Murray em 1962 com 
um rim cadavérico (de um doador sem grau de 
parentesco) sob proteção imunossupressora da 
azatioprina, o derivado mais efetivo da 6-mercaptopurina 
desenvolvido por Hutchings e Elion. 

Essa história é enriquecida pelos vencedores do 
Prêmio Nobel, e os leitores que desejarem ler duas 
retrospectivas históricas (Hakim N.S. e Papalois V. 
[eds.], 2003 — History of Organ and Cell Transplantation, 
Imperial College Press, Londres; e Brent L. [1996] — A 
History of Transplantation Immunology, Academic Press, 
Londres) podem conseguir mais informações sobre o 
desenvolvimento desse campo e as mentes dos 
cientistas que deram à medicina esse prêmio 
maravilhoso. 


Figura M16.1.1 Aspecto dos enxertos de pele dos camundongos. (a) Rejeição de um enxerto em evolução; (b) rejeição 
completa (escara); e, para comparação, (c) enxerto de pele totalmente cicatrizado sem indícios de rejeição. (Reproduzida de 
McFarland H.I. & Rosenberg A.S. Current Protocols in Immunology, Unit Number: UNIT 4.4. DOI: 10.1002/0471142735. 
im0404s84). 
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Figura M16.1.2 Memória e especificidade da rejeição dos aloenxertos de pele dos coelhos. (a) Os autoenxertos e os 
aloenxertos de pele obtidos de dois doadores B e C não relacionados foram aplicados no coelho A, que já tinha rejeitado 
um primeiro enxerto fornecido por B (B,). Embora o autoenxerto A permaneça intacto, o enxerto C, encontrado pela primeira 
vez sofre rejeição primária, enquanto o segundo enxerto fornecido por B (Bz) desprende-se muito rapidamente. (b) Tempos 
de sobrevida média dos aloenxertos cutâneos primários e secundários, demonstrando a rejeição secundária mais rápida 
com sobrevida média de 50% do enxerto de 6 dias, em comparação com 10 dias do enxerto com rejeição primária. (De 
Medawar PB. (1944) Journal of Anatomy 78, 176.) 
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Figura 16.1 A rejeição do enxerto gera memória, que é 
específica e pode ser transferida pelas células T. Na 
experiência 1, um receptor da raça A que recebe células T de 
outro camundongo da mesma raça, que já rejeitou um enxerto 
de um animal da raça B, tem rejeição acelerada (i.e., rejeição 
secundária) de um enxerto da raça B. Isso ocorre mesmo que o 
camundongo que recebeu o enxerto não tenha sido 
propriamente enxertado antes. As experiências 2 e 3 mostram a 
especificidade do fenômeno com referência à raça C (terceira 
parte não relacionada). 


Figura 16.2 Hereditariedade dos genes que controlam os 
antígenos do transplante. A letra A representa um gene que 
expressa o antígeno A, enquanto a letra B corresponde ao gene 
alélico do mesmo locus genético. As raças puras são 
homozigotas para A/A e B/B, respectivamente. Como os genes 
são codominantes, um animal com genoma A/B expressa os 
dois antígenos, torna-se tolerante a eles e consequentemente 
aceita enxertos de doadores A ou B. A ilustração demonstra 
que, para cada gene que controla uma especificidade de 
antígeno do transplante, três quartos da geração F2 aceitam 
enxertos de pele de um dos genitores. Para os genes n, a razão 
é de (3/4). Se os animais A/B de F1 forem cruzados com um 
genitor A/A, metade da prole será A/A e metade A/B; apenas 
estes últimos aceitariam enxertos B. 
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presentes principalmente nas células B, nos macrófagos e 
especialmente nas células dendríticas. Desse modo, a MLR 
é inibida pelos antissoros contra os determinantes da classe 


II das células estimuladoras. 


Reação enxerto-versus-hospedeiro (GVH) 


Quando células T competentes são transferidas de um 
doador para um receptor que não consegue rejeitá-las, as 
células enxertadas sobrevivem e têm tempo de reconhecer 
os antígenos do hospedeiro e reagir imunologicamente. Em 
vez da reação normal ao transplante do hospedeiro contra o 
enxerto, observamos o contrário, ou seja, uma reação do 
tipo enxerto-versus-hospedeiro (GVH, do inglês, grafi-ver- 
sus-host). Nos roedores jovens, pode haver inibição do cres- 
cimento (animal definhado), crescimento do baço e anemia 
hemolítica (em virtude da formação de anticorpos contra as 
hemácias). Nos seres humanos, os sinais e os sintomas obser- 
vados são febre, anemia, emagrecimento, erupção, diarreia 
e esplenomegalia; as citocinas e principalmente o fator de 
necrose tumoral (TNF) são os mediadores principais dessa 
reação. Quanto “mais forte” for a diferença entre os antíge- 
nos do transplante, mais grave será a reação. Quando o 
doador e o receptor diferem quanto aos loci HLA ou H-2, 
as consequências podem ser fatais, embora seja importante 
ressaltar que as reações aos antígenos menores dominantes 
do transplante (ou suas combinações) são igualmente difi- 
ceis de controlar. 

A Figura 16.3 ilustra duas situações que podem resultar 
nas reações GVH. Nos seres humanos, isso pode permitir 
que indivíduos imunologicamente suprimidos recebam célu- 
las-tronco hematopoéticas, por exemplo, para tratar a imuno- 
deficiência combinada grave (veja a p. 389), ou como um tipo 
de tratamento para o câncer. As células T competentes no 
sangue ou nos órgãos transplantados e depois transferidas aos 
pacientes imunossuprimidos também podem mediar as 
reações GVH. 


Células T 


Mecanismos da rejeição dos enxertos 


Vários componentes do sistema imune podem mediar um 
ataque contra o órgão ou tecido estranho e, desse modo, 
contribuir para a rejeição hiperaguda, aguda ou crônica 
(Tabela 16.1). 


Os linfócitos podem mediar a rejeição 


O papel principal desempenhado pelos linfócitos na rejeição 
primária é compatível com a histologia da reação inicial, que 
demonstra infiltração por células mononucleares com pou- 
quissimas células polimorfonucleares ou plasmócitos (Figura 
16.4). O efeito dramático da timectomia neonatal no prolon- 
gamento da sobrevida dos transplantes de pele e a sobrevida 
longa dos enxertos implantados nas crianças com deficiências 
tímicas implicam as células T nessas reações. Nas galinhas, a 
rejeição dos aloenxertos e a reatividade GVH são influencia- 
das pela timectomia neonatal, mas não pela bursectomia. 
Evidências mais diretas foram fornecidas pelos estudos in 
vitro, que demonstraram que as células T retiradas dos 
camundongos que rejeitavam um aloenxerto poderiam des- 
truir células-alvo que tivessem antígenos do enxerto in vitro. 
Embora as células T CD8 citotóxicas sejam importantes na 
rejeição dos aloenxertos, alguns modelos murinos sugeriram 
que, na ausência das células T CD4, os aloenxertos poderiam 
ser aceitos indefinidamente. Na verdade, a rejeição pode ser 
mediada pelas células T CD4 na ausência das células T CD8, 
talvez porque essas primeiras células algumas vezes tenham 
potencial citotóxico para as moléculas da classe II. Entretanto, 
nos animais normais, a secreção de citocinas pelas células T 
CDá recrutam e ativam os linfócitos T CD8, os linfócitos B, 
as células NKT e os macrófagos, todos com potencial de con- 
tribuir para o processo de rejeição. Além disso, o interferon-y 
(IFNy) hiper-regula a expressão do MHC nas células-alvo do 
enxerto e, desse modo, acentua sua vulnerabilidade às células 
T CD8 citotóxicas. 


Figura 16.3 Reagao enxerto-versus-hospedeiro. Quando células T 


competentes sao inoculadas em um hospedeiro incapaz de reagir, 
as células enxertadas ficam livres para reagir contra os antigenos 
das células do hospedeiro, que elas reconhecem como estranhos. 
A reação subsequente pode ser fatal. A figura ilustra duas situações 
possíveis: (a) o híbrido AB recebe células de um genitor (BB) que 
são toleradas, mas reagem contra o antígeno A das células do 
hospedeiro; (b) um receptor AA exposto à radiação X e recuperado 
imunologicamente com as células BB não consegue reagir contra o 
enxerto e a reação enxerto-versus-hospedeiro (GVH) acontece. 


o 


Tabela 16.1 Diversos tipos de rejeição dos enxertos. 
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Rejeição do enxerto Evolução temporal Causa Características 
Hiperaguda Minutos Anticorpos preexistentes em Os anticorpos ligam-se ao endotélio dos 
razão de incompatibilidade vasos sanguíneos do enxerto e provocam 
de grupo sanguíneo ou ativação do complemento, recrutamento dos 
pré-sensibilização ao MHC neutrófilos, agregação das plaquetas e 
classe | por meio de coagulação do sangue 
transfusão de sangue 
Aguda Vários dias Ativação dos linfócitos As células T citotóxicas atacam as células do 
doador que expressam o MHC estranho. As 
células T auxiliares e os linfócitos B 
colaboram com a produção de anticorpos 
contra os aloantígenos 
Crônica Meses a anos Vários mecanismos imunes (Os mecanismos não estão totalmente 


ou recidiva da doença 


original 


Figura 16.4 Rejeição aguda de um aloenxerto renal humano 
demonstrando infiltração celular densa do interstício por células 
mononucleares. (Fotografia cedida por cortesia de M. 
Thompson e A. Dorling.) 


Reconhecimento do MHC alogênico pelas 
células T do receptor 


Relembrando, definimos o MHC por sua capacidade de pro- 
vocar a rejeição mais potente dos enxertos entre os membros 
da mesma espécie. Essa intensidade da rejeição do MHC 
incompatível é uma consequência da frequência muito alta 
de células T alorreativas (i. e., células que reagem aos aloen- 
xertos) nos indivíduos normais. Embora apenas uma fração 
diminuta da população de células T normais seja específica 
para determinado peptídio, mais de 10% dos linfócitos T 
reagem aos aloantígenos. Existem duas vias principais de reco- 
nhecimento descritas. Com a via direta, grandes quantidades 
de células T alorreativas do receptor reconhecem o alo-MHC 
(i. e., enxerto) na superficie das células do doador, enquanto 
com a via indireta uma fração menor de células T do receptor 
reconhece peptídios derivados do alo-MHC (e também antí- 
genos menores do transplante alogênico) apresentados pelas 


esclarecidos. Pode envolver linfócitos, 
fagócitos, anticorpo e complemento 


moléculas do MHC próprio das células apresentadoras de 
antígenos do próprio receptor (Figura 16.5a e c). Alguns 
autores também sugeriram uma terceira via semidireta, na 
qual as moléculas intactas do MHC são adquiridas das células 
do doador pelas células dendríticas do receptor (Figura 16.5b). 
O MHC alogênico difere do receptor basicamente pelas 
moléculas da fenda que entram em contato com o peptídio 
processado, mas muito menos quanto às regiões helicoidais 
mais conservadas que são reconhecidas pelo TCR. Porque tem 
estrutura diferente na fenda, o alo-MHC é capaz de ligar-se 
a alguns peptídios derivados das proteínas comuns ao doador 
e ao hospedeiro, que não poderiam se encaixar na fenda do 
MHC do hospedeiro e, consequentemente, não poderiam 
induzir autotolerância. Desse modo, as células T do hospe- 
deiro que reconhecem o alo-MHC combinado com peptídios 
comuns não são eliminadas e ficam disponíveis para reagir 
com grande número de peptídios diferentes que se ligam à 
fenda alogênica das células apresentadoras de antígeno (APC) 
do doador, que migram para os tecidos linfoides secundários 
do receptor do enxerto. Em alguns casos, as moléculas poli- 
mérficas podem estar dentro das regiões das hélices do MHC 
que entram em contato direto com o TCR e, por acaso, uma 
parte da população de células T reage e liga-se aa MHC do 
doador com grande afinidade. A fixação da célula T à APC é 
particularmente intensa porque os TCR ligam-se a todas as 
moléculas do MHC do doador presentes na APC, enquanto 
no caso do reconhecimento normal do complexo MHC- 
peptídio apenas uma fração pequena das fendas do MHC é 
preenchida pelo peptídio específico em questão. Essas vias 
diretas de imunização pelo MHC do aloenxerto, que geral- 
mente são iniciadas pelas APC mais potentes (células dendrí- 
ticas), predominam nas primeiras etapas da sensibilização, 
porque essa fase aguda da rejeição (veja adiante) pode ser 
bloqueada pelos anticorpos contra o alo-MHC classe II. 
Entretanto, com o tempo, à medida que as APC do 
doador existentes no enxerto são substituídas pelas células 
do receptor, torna-se possível outro mecanismo de rejeição 
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Figura 16.5 Reconhecimento dos antígenos do enxerto pelas células T alorreativas. (a) Via direta. Os receptores das células T 
(TCR) presentes nos linfócitos T do receptor reconhecem diretamente o MHC alogênico (em marrom) da superfície das células 
apresentadoras de antígenos do doador. As diferenças polimórficas entre os alótipos do MHC afetam a ligação dos peptídios em 
vez do contato do TCR com o MHC do doador. Nessas condições, a molécula do MHC alogênico do doador é percebida como 
semelhante ao MHC “próprio” pelas células T do receptor, mas ao contrário do MHC próprio, a fenda do MHC do doador nas 
células apresentadoras de antígeno do enxerto liga-se a grandes quantidades de peptídios processados comuns ao enxerto e ao 
receptor, aos quais as células T reativas do hospedeiro não desenvolveram tolerância e, consequentemente, podem desencadear 
uma reação em até 10% dessas células T do hospedeiro. Isso determina a intensidade da resposta ao aloenxerto. Essa explicação 
para a frequência alta de células T alorreativas adquire mais credibilidade com o isolamento de clones individuais de células T que 
reagem com o MHC próprio e com o alo-MHC, cada qual se ligando a uma sequência peptídica diferente. O reconhecimento direto 
do MHC do doador pelas células T do receptor também pode ocorrer se o polimorfismo limitado da hélice a permitir adicionalmente 
a ligação dos TCR ao alo-MHC, independentemente do peptídio associado. Várias ligações desse tipo entre a APC e a célula T 
podem desencadear uma interação suficientemente forte para permitir a ativação dos linfócitos T. (b) Via semidireta. Alguns autores 
sugeriram que as células dendríticas do receptor possam adquirir moléculas inteiras do MHC das células do doador e, em seguida, 
apresentar essas moléculas intactas do MHC às células T do receptor. Também nesse caso, os peptídios “não tolerantes” derivados 
dos antígenos comuns ao doador e ao receptor são apresentados. (c) Via indireta. As APC (células apresentadoras de antígenos) 
do receptor processam o MHC (em marrom) e as moléculas de histocompatibilidade secundárias do doador e, assim como fazem 
com qualquer outra molécula proteica, depois apresentam os peptídios alogênicos produzidos (em marrom) usando seu próprio 
MHC (em verde). A população inicialmente pequena de células T estimuladas pela via indireta amplia-se com o tempo. 


baseado em uma via indireta de sensibilização, que envolve a 
apresentação dos peptídios alogênicos processados pelo 
MHC do hospedeiro (Figura 16.5c). Embora as células T 
que reconhecem os peptídios derivados das proteínas poli- 
mórficas do enxerto possam estar presentes em frequências 
baixas quando comparadas com as observadas com qualquer 
antígeno estranho, o enxerto implantado por um período 
longo tem tempo para expandir significativamente essa popu- 
lação pequena, de modo que a rejeição mais tardia pode 
depender progressivamente dessa via indireta. Nessas circuns- 
tâncias, as células dirigidas contra as moléculas do MHC 
classe II podem então prolongar a sobrevida dos aloenxertos 
renais dos ratos. 


Função do anticorpo 


As células alogênicas podem ser destruídas por reações cito- 
tóxicas mediadas por anticorpo (hipersensibilidade tipo II) 
(p. 419). A consideração dos diferentes mecanismos pelos 


quais os aloenxertos renais podem ser rejeitados ilustra a 
contribuição dos anticorpos para o processo de rejeição. 

A rejeição hiperaguda ocorre dentro de alguns minutos 
depois do transplante e é atribuída aos anticorpos preexisten- 
tes no receptor contra os antígenos do doador, que se ligam 
ao endotélio dos vasos sanguíneos do rim doado. Esses anti- 
corpos ativam a via clássica do complemento e iniciam a 
cascata da coagulação sanguínea. Os vasos sanguíneos são 
bloqueados por plaquetas agregadas e os neutrófilos também 
são recrutados rapidamente em consequência da ativação do 
complemento. 

A rejeição aguda caracteriza-se por infiltração celular 
densa (Figura 16.4) e ruptura dos capilares peritubulares. As 
células T CD8* citotóxicas atacam as células do enxerto, cuja 
expressão de antígenos do MHC foi hiper-regulada pelo inter- 
feron-y. As células T CD4* também estão presentes, incluindo 
as células com fenótipo Th17. A expressão hiper-regulada das 
moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 ocorre nas células 


do epitélio tubular e, desse modo, facilita a ativação dessas 
respostas celulares, que também são facilitadas pela produção 
local de algumas quimiocinas. Embora algumas células T 
possam ser sensibilizadas dentro do próprio enxerto, a apre- 
sentação de antígenos pelas células dendríticas do doador e 
do receptor ocorre predominantemente nos linfonodos regio- 
nais. A rejeição humoral aguda dependente de anticorpos 
anti- MHC do doador contribui para os episódios de rejeição 
aguda de cerca de 25% dos pacientes que recebem transplan- 
tes de rins. A ligação do anticorpo específico para o enxerto 
resulta na deposição de quantidades expressivas do compo- 
nente C4d do complemento nos capilares peritubulares. Os 
depósitos de imunoglobulina nas paredes vasculares induzem 
a agregação das plaquetas nos capilares glomerulares, que 
resulta em falência renal aguda (Figura 16.6). Também é 
importante considerar a possibilidade de ocorrer lesão das 
células recobertas por anticorpos em razão da citotoxicidade 
celular dependente de anticorpos. 

A rejeição crônica consiste em fibrose glomerulotubular e 
geralmente está associada à deposição subendotelial de imuno- 
globulina e C4d nos capilares glomerulares e peritubulares. Em 
alguns casos, esse processo pode ser consequente à deposição 
de imunocomplexos associada (responsável pela patologia renal 
que resultou originalmente na necessidade de substituir o rim 
danificado) ou, possivelmente, à formação de complexos com 
os antígenos solúveis derivados do rim enxertado. 

Desse modo, a complexidade da ação e da interação dos 
fatores celulares e humorais na rejeição dos enxertos é consi- 
derável e a Figura 16.7 ilustra uma tentativa de resumir os 
mecanismos propostos. 

Também existem situações nas quais os anticorpos podem, 
na verdade, proteger um enxerto da destruição, fenômeno 
conhecido como facilitação. 


Figura 16.6 Rejeição aguda tardia de um aloenxerto renal 
humano, demonstrando agregação das plaquetas em um 
capilar glomerular em consequência da deposição de 
anticorpos na parede vascular. Fotografia de microscopia 
eletrônica; gbm, membrana basal glomerular; P plaqueta. 
(Fotografia cedida por cortesia de K. Porter.) 
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Profilaxia da rejeição dos enxertos 


Compatibilização dos tipos teciduais do enxerto 
doador e do receptor 


Tendo em vista que a demanda por transplantes é muito 
maior que o suprimento de órgãos disponíveis (Figura 16.8), 
é essencial ampliar ao máximo as chances de que o enxerto 
seja aceito imunologicamente pelo receptor. Como as diferen- 
ças do MHC iniciam a maior parte da rejeição deletéria dos 
enxertos, pesquisadores têm envidado esforços prodigiosos no 
sentido de definir essas especificidades antigênicas na tenta- 
tiva de atenuar a rejeição por compatibilização do enxerto e 
do hospedeiro, praticamente da mesma maneira que os indi- 
víduos fazem provas cruzadas antes das transfusões de sangue 
(por acaso, o grupo ABO fornece antígenos fortes nos 
transplantes). 


Tipagem HLA dos tecidos 


Os alelos HLA são definidos por suas sequências de genes e 
os indivíduos podem ser tipados por reação em cadeia da 
polimerase (PCR) utilizando pares de iniciadores (primers) 
discriminativos. As moléculas codificadas pelos loci HLA-DR 
HLA-DQ e HLA-DR da classe II provocam respostas das 
células CD4, enquanto os produtos dos genes HLA-A, HLA-B 
e HLA-C são alvos das células T CD8 alorreativas. 


Polimorfismo do sistema HLA humano 


Com tantos alelos em cada /ocus e vários loci em cada indivi- 
duo (Figura 16.9), fica claro que isto acarreta um grau excep- 
cional de polimorfismo. Isso pode ter grande valor para as 
espécies, porque a necessidade de as células T reconhecerem 
suas especificidades individuais protege contra o mimetismo 
molecular microbiano, em razão do qual toda uma espécie 
poderia ser colocada em risco por sua incapacidade de reco- 
nhecer como estranho um microrganismo que formasse com- 
plexos MHC-peptidios semelhantes aos antígenos próprios. 
Também é possível que, de alguma maneira, a existência de 
um grau elevado de polimorfismo ajude a manter a diversi- 
dade do reconhecimento antigênico no tecido linfoide de 
determinadas espécies e também assegure a heterozigoticidade 
(vigor híbrido). 


Utilidade da compatibilizagao dos tipos teciduais 


Os avanços das técnicas cirúrgicas e a utilização dos fármacos 
como a ciclosporina atenuaram os efeitos da incompatibili- 
dade das especificidades HLA na sobrevida do enxerto sólido, 
contudo a maioria dos transplantadores procura assegurar um 
grau razoável de compatibilidade (Figura 16.18). A tipagem 
tecidual pode ser realizada por métodos sorológicos que uti- 
lizam painéis de anticorpos específicos para cada alelo HLA 
diferente e permitem a detecção de variantes HLA na super- 
ficie celular dos leucócitos. Aos poucos, essas técnicas têm 
sido substituídas pelas técnicas de genética molecular (p. ex., 
utilização de iniciadores (primers) oligonucleotídicos sequên- 
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Figura 16.7 Mecanismos da 
destruição das células-alvo. 

(a) Destruição direta pelas células T 
e lesão dos tecidos por meio da 
liberação de citocinas pelas células 
Th1 (incluindo IFNy e TNF). (b) 
Destruição direta pelas células NK 
(veja a p. 26) potencializada pelo 
interferon. (c) Ataque por 
citotoxicidade celular dependente 
de anticorpos. (d) Fagocitose da 
célula-alvo recoberta por anticorpos 
(facilitada pelo C3b acoplado). (e) 
Adesão das plaquetas ao anticorpo 
ligado à superfície do endotélio 
vascular do enxerto, resultando na 
formação de microtrombos. (f) 
Citotoxicidade mediada pelo 
complemento. (g) Os macrófagos 
ativados inespecificamente pelos 
mediadores como IFNy e, 
possivelmente, C3b podem ser 
citotóxicos para as células do 
enxerto, talvez por ação extracelular 
do TNF e dos radicais O, 
produzidos na superfície da célula 
(veja a p. 15). IFN, interferon; 

Mo, macrófago; NK, célula natural 
killer; P, leucécito polimorfonuclear; 
TNF, fator de necrose tumoral. 


Figura 16.8 Demanda reprimida de transplantes renais. Dinâmica da lista de espera por transplantes renais da Eurotransplant e 
transplantes realizados entre 1969 e 2008. A linha curva desse histograma indica o número de pacientes à espera de um 
transplante renal e, embaixo, os números muito menores de transplantes realizados; os transplantes de doadores mortos estão 
indicados pelas barras laranja e os de doadores vivos, pelas barras pretas. 
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Figura 16.9 Especificidades polimórficas do HLA e seu padrão hereditário. Como existem vários alelos possíveis em cada locus, a 
probabilidade de que um par aleatório de indivíduos da população geral tenha especificidades HLA idênticas é muito pequena. Na 
verdade, os genes do MHC classes | e Il são os mais polimórficos do genoma, e o número de variantes alélicas diferentes baseadas 
nas sequências nucleotídicas definidas até outubro de 2010 está indicado pelos algarismos em itálico no centro da figura (dados do 
http://www.anthonynolanorg.uk/HIG). No exemplo ilustrado, o indivíduo expressa os alelos específicos das cadeias a e B dos loci DP 
(veja a Figura 4.22) no cromossomo materno (M) que define o HLA-DP2, e herdou o HLA-DP6 do cromossomo paterno (P) e assim 
por diante. Esses genes são expressos em codominância e, por essa razão, as células podem expressar até seis alelos diferentes das 
moléculas principais da classe | e, em suas células apresentadoras de antígenos profissionais, também no mínimo seis moléculas 
diferentes da classe Il. O fato de que geralmente existem dois genes DRB herdados das duas cópias do cromossomo 6 e a 
possibilidade de ocorrer trans-pareamento e também cis-pareamento de algumas cadeias a e B da classe Il ampliam ainda mais a 
diversidade do HLA do indivíduo. Por outro lado, a homozigose de quaisquer /oci reduz o número de variantes. Observe que nem 
todos os polimorfismos das sequências nucleotídicas resultam em polimorfismo ao nível das proteínas, e, além disso, que nem todos 
os polimorfismos das cadeias polipeptídicas interferem com a ligação dos peptídios antigênicos ou os receptores das células T à 
molécula do MHC e, consequentemente, afetam a rejeição dos transplantes. Todas as moléculas do MHC classe | utilizam a mesma 
cadeia B (B,-microglobulina, que não é polimórfica) codificada fora do MHC e que não faz parte da fenda de ligação dos peptídios. A 
chance de que dois irmãos tenham MHC idêntico é de 1:4, porque cada grupo de especificidades de um único cromossomo forma 
um haplótipo, que geralmente é herdado en bloc, gerando quatro combinações possíveis dos cromossomos maternos e paternos. Os 


pais e os filhos podem ser idênticos (chance de 1:2) apenas quando a mãe e o pai têm um haplótipo em comum. 


cia-específicos) para determinar as variantes. A compatibili- 
dade HLA-DR é a mais importante, seguida da HLA-B e 
depois da HLA-A. Na verdade, apenas esses três loci geral- 
mente são tipados, embora estudos recentes tenham sugerido 
que a tipagem do HLA-C também poderia ser vantajosa no 
sentido de ampliar o sucesso de alguns transplantes. Em geral, 
as incompatibilidades do HLA-DQ parecem ser menos 
importantes, enquanto as diferenças dos loci HLA-DP apa- 
rentemente têm consequências mínimas. Além da tipagem 
dos receptores e dos doadores em potencial, as provas cruza- 
das são realizadas de modo a assegurar a inexistência de anti- 
corpos preexistentes contra os antígenos do doador no 
receptor potencial. Os enxertos de células-tronco hematopoé- 
ticas, incluindo transplantes de medula óssea, exigem graus 
muito altos de compatibilidade porque as chances de ocorrer 
doença enxerto-versus-hospedeiro são maiores, além das 
reações de rejeição do enxerto pelo hospedeiro. Nesse caso, a 


precisão mais alta dos métodos de tipagem do DNA e a 
inclusão da tipagem do HLA-DQ podem ser muito úteis. 
Em razão dos muito milhares de fenótipos HLA diferen- 
tes possíveis (Figura 16.9), é comum trabalhar com um 
grande número de receptores potenciais em nível continental 
(p. ex., Eurotransplant), de modo que, quando um órgão se 
torna disponível, pode-se assegurar a maior compatibilidade 
possível. A situação poderá melhorar quando a reserva de 
órgãos disponíveis puder ser aumentada pelo estabelecimento 
de bancos de armazenamento prolongado de tecidos, mas 
hoje as técnicas não são suficientemente eficientes para isso, 
exceto no caso das células-tronco hematopoéticas, que podem 
ser mantidas viáveis mesmo depois do congelamento e do 
descongelamento. No caso dos órgãos duplos como os rins, 
podem ser usados doadores vivos; os irmãos asseguram as 
maiores chances de compatibilidade adequada. Contudo, o 
uso dos doadores vivos acarreta problemas éticos e os órgãos 
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são conseguidos mais comumente de doadores em morte 
cerebral, nos quais houve perda de todas as funções cerebrais, 
inclusive as do tronco cerebral que controla a respiração. 

Há grande interesse em torno da possibilidade de usar 
órgãos de animais (veja adiante) ou substitutos mecânicos, 
enquanto alguns tentam até evitar primeiramente que a doença 
ocorra! 


Imunossupressores gerais 


A rejeição dos enxertos pode ser evitada com a utilização dos 
fármacos que interferem inespecificamente com a indução ou 
a expressão da resposta imune (Figura 16.10). Como esses 
fármacos são inespecíficos, os pacientes em tratamento imu- 
nossupressor tendem a ser suscetíveis às infecções e também 
estão mais sujeitos a desenvolver cânceres do sistema linfor- 
reticular, principalmente os de etiologia viral. 


Ação dirigida contra as populações linfoides 


Os anticorpos monoclonais anti-CD3 são amplamente utili- 
zados como reagentes anticélulas T para reverter a rejeição 
aguda dos enxertos. Originalmente, o anticorpo monoclonal 
murino OKT3 era usado e, embora tivesse efeitos benéficos 
comprovados, sua eficácia era até certo ponto comprometida 
por sua imunogenicidade nos seres humanos. Além disso, o 
OKT3 tem atividade mitogênica, que era responsável por 
desencadear uma síndrome grave de secreção de citocinas com 
sintomas “gripais”. Esses problemas foram contornados com 


a utilização dos anticorpos desenvolvidos por engenharia 
molecular (veja a p. 152). O anticorpo otelixizumabe 
(ChAglyCD3) é uma versão não mitogênica humanizada de 
um anticorpo monoclonal de rato, no qual a posição 297 da 
cadeia pesada foi alterada para evitar a glicosilação e a ligação 
subsequente aos receptores Fc e ao complemento. O teplizu- 
mabe — um anticorpo OKT3y1 Ala-Ala humanizado, no 
qual as leucinas foram substituídas por alaninas nas posições 
234 e 235 para impedir a ligação ao FcyR — também não é 
mitogênico e é eficaz. 

A cadeia q do receptor da IL-2 (CD25) expressa pelas 
células T ativadas (mas não em repouso) é outro alvo poten- 
cialmente útil. O daclizumabe é um anticorpo monoclonal 
anti-IL-2Ra humanizado, enquanto o basiliximabe é um 
anticorpo quimérico (região V do camundongo, região C do 
ser humano) com especificidade semelhante. Esses anticorpos 
são particularmente úteis como profilaxia da rejeição aguda 
dos transplantes renais, quando são administrados com ciclos- 
porina e corticoides. 

O belatacepto é outro agente biológico eficaz e consiste 
em uma proteína de fusão do domínio extracelular do 
CTLA-4 com o Fc da IgG1 humana, na qual a substituição 
de dois aminoácidos do CTLA-4 aumenta a possibilidade de 
bloquear a atividade das moléculas coestimuladoras CD80/ 
CD86 necessárias à ativação dos linfócitos T. Nas experiências 
clínicas da fase II, os autores demonstraram que esse fármaco 
foi tão eficaz quanto a ciclosporina, embora com efeitos 
menos deletérios aos rins. 
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Figura 16.10 Imunossupressores utilizados para controlar a rejei 


io dos enxertos. O micofenolato mofetila é um 


imunossupressor potente que, quando é metabolizado ao análogo purínico ácido micofenólico, inibe a proliferação e também 
suprime a expressão do CD25, CD-71 e CD-154 (CD40L) e do CD28. Outro fármaco potente é a 15-desoxispergualina (DSG), que 
interfere na função dos linfócitos ligando-se à proteína do choque térmico e, desse modo, inibindo a translocação do NFxB ao 
núcleo. O tratamento simultâneo com fármacos que atuam nos estágios sequenciais do desenvolvimento da resposta de rejeição 
poderia assegurar sinergismo acentuado e isto é observado claramente com a ciclosporina e a rapamicina. 


Imunossupri essores 


O desenvolvimento da resposta imune depende da prolifera- 
ção ativa de uma quantidade relativamente pequena de linfó- 
citos antígeno-específicos para formar uma população de 
células sensibilizadas numericamente suficiente para alcançar 
eficácia. Muitos dos agentes imunossupressores usados hoje 
em dia foram utilizados primeiramente na quimioterapia do 
câncer, em razão de seus efeitos tóxicos nas células em divisão. 
Além das complicações da imunossupressão geral citadas 
anteriormente, esses agentes antimitóticos são especialmente 
tóxicos para as células da medula óssea e do intestino delgado 
e, por essa razão, devem ser utilizados com muita cautela. 
Um fármaco amplamente utilizado nesse campo é a aza- 
tioprina, que inibe a síntese dos ácidos nucleicos e produz 
efeito preferencial nas reações mediadas pelas células T. Por 
sua ação como antagonista do ácido fólico, o metotrexato 
também inibe a síntese dos ácidos nucleicos. O derivado da 
mostarda nitrogenada conhecido como ciclofosfamida ataca 
o DNA por alquilação e formação de ligações cruzadas, impe- 
dindo a duplicação normal durante a divisão celular. Esses 
fármacos parecem exercer seus efeitos lesivos nas células 
durante a mitose e, por essa razão, são mais potentes quando 
são administrados depois da apresentação do antígeno, ou 
seja, quando as células sensíveis aos antígenos estão em pro- 
cesso de divisão. Um grupo interessante de metabólitos fún- 
gicos ampliou expressivamente a sobrevida dos transplantes 
humanos e também produz efeitos terapêuticos favoráveis nas 
doenças imunes em razão de sua ação seletiva nas células T. 
A ciclosporina (Sandimmune, ou sua versão em microemul- 
são Neoral, que apresenta biodisponibilidade mais ampla) é 
um peptídio cíclico hidrofóbico neutro com 11 aminoácidos, 
que é produzido pelo fungo Beauvaria nivea. Esse fármaco 
bloqueia seletivamente a transcrição da IL-2 nas células T 
ativadas. As células em repouso que possuem memória vital 
para a imunidade às infecções microbianas são poupadas e há 
poucos efeitos tóxicos nas células em divisão da medula óssea 
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Figura 16.11 Sobrevida atuarial dos enxertos primários de 
rins cadavéricos em 877 pacientes tratados no Oxford 
Transplant Center com esquema tríplice de ciclosporina, 
azatioprina e prednisolona. (Dados cedidos gentilmente por 
Peter J. Morris.) 
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e do intestino. A ciclosporina também afeta diretamente as 
células dendríticas e inibe algumas de suas funções, inclusive 
processamento do antígeno, sínteses de TNF e IL-12, expres- 
são dos receptores de quimiocinas e migração celular. A ciclos- 
porina tem uma posição firmemente estabelecida como 
primeira opção para profilaxia e tratamento da rejeição dos 
transplantes; a Figura 16.11 ilustra um exemplo de utilização 
desse fármaco no transplante renal. Outro imunossupressor 
específico para células T é o tacrolimo (FK506), que contém 
uma estrutura circular macrolídica e, embora tenha sido 
encontrado originalmente em um fungo, também é isolado 
da bactéria Streptomyces tsukubaensis. Assim como ocorre com 
a ciclosporina, o tacrolimo bloqueia várias funções das células 
dendríticas e dos linfócitos T. A rapamicina (sirolimo) é um 
produto da Streptomyces hygroscopicus e também tem estrutura 
macrolídica, mas, ao contrário do tacrolimo, atua bloqueando 
os sinais induzidos pela ligação da IL-2 ao seu receptor. 

Quanto aos detalhes moleculares do mecanismo de ação 
desses fármacos, a ciclosporina forma complexos com a ciclo- 
filina A (um membro da família das imunofilinas), enquanto 
o tacrolimo forma complexos com outro membro dessa 
mesma família (proteína de ligação FK, ou FKBP) (Figura 
16.12). Em seguida, esses complexos interagem e inibem a 
calcineurina (fosfatase dependente do cálcio e da calmodu- 
lina), que ativa a transcrição do NFAT (fator nuclear das 
células T ativadas) para a IL-2 nos linfócitos T ativados. 
Embora a rapamicina também se ligue ao FKBP, o complexo 
formado tem atividade muito diferente e inibe a serino/treo- 
ninoquinase TOR (do inglês, target of rapamycin, ou alvo da 
rapamicina). A atividade imunossupressora da rapamicina é 
explicada ao menos em parte pelo fato de que o TOR desem- 
penha um papel crucial na transdução dos sinais de prolife- 
ração, inclusive por meio do receptor da IL-2. Além da sua 
utilidade nos transplantes, a ciclosporina é usada em diversos 
distúrbios nos quais parecem ocorrer reações de hipersensibi- 
lidade mediadas pelas células T. Na verdade, os efeitos bené- 
ficos da ciclosporina nas doenças como artrite reumatoide, 
psoríase, síndrome nefrótica idiopática, diabetes tipo 1, sín- 
drome de Behçet, doença de Crohn em atividade, anemia 
aplásica e asma grave dependente de corticoides foram inter- 
pretados como sugestivos ou confirmatórios do papel patogê- 
nico do sistema imune. A inibição da proliferação dos 
ceratinócitos pela ciclosporina pode contribuir para os resul- 
tados favoráveis observados nos pacientes com psoríase tratada 
com esse fármaco. O efeito benéfico rápido e a recidiva da 
doença quando o tratamento é interrompido são aspectos 
comuns do tratamento com ciclosporina. Evidentemente, 
esse fármaco também causa efeitos colaterais, dos quais o mais 
significativo é a nefrotoxicidade. A ciclosporina deve ser usada 
em doses menores que as que causam fibrose renal em con- 
sequência da estimulação da síntese de TGFP por vários tipos 
de células. 

O tacrolimo é muito superior à ciclosporina em bases equi- 
molares in vitro, mas não é significativamente mais eficaz. 
Como esses dois fármacos atuam em estágios diferentes da 
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Figura 16.12 Mecanismos de ação da ciclosporina, do tacrolimo e da rapamicina. Os complexos de ciclosporina com ciclofilina 
A e de tacrolimo com FKBP (proteína de ligação do FK506[tacrolimo]) ligam-se e inativam a fosfatase calcineurina, que é 
responsável pela ativação do fator nuclear das células T ativadas (NFAT), que atua como fator de transcrição para a síntese da IL-2. 
O complexo rapamicina-FKBP inibe a quinase TOR (do inglês, target of rapamycin, ou alvo da rapamicina) e, desse modo, bloqueia 
a ativação da quinase p70 S6 pelos sinais transduzidos da IL-2 e inibe a proliferação celular. 


ativação da célula T (Figura 16.10), a ciclosporina e a rapami- 
cina demonstram um grau impressionante de sinergismo, que 
possibilita a utilização simultânea desses dois fármacos em 
doses expressivamente menores e com probabilidade propor- 
cionalmente menor de causar efeitos colaterais. Os corticoides 
como a prednisolona atuam em várias etapas da resposta imune 
e, por exemplo, afetam a recirculação dos linfócitos e a forma- 
ção das células efetoras citotóxicas; além disso, a potência anti- 
-inflamatória notável desses fármacos depende da inibição da 
adesão dos neutrófilos ao endotélio vascular de um foco infla- 
matório e da supressão das funções dos monócitos/macrófagos, 
incluindo atividade microbicida e resposta às citocinas. Os 
corticoides formam complexos com os receptores intracelulares 
que, em seguida, ligam-se aos genes reguladores e bloqueiam a 
transcrição do TNE, do IFNy, da IL-1, -2, -3 e -6 e do MHC 
classe II (i. e., os corticoides bloqueiam a expressão das citocinas 
pelos linfócitos e macrófagos, enquanto a ciclosporina atua 
principalmente nos linfócitos). 


Indução de tolerância aos antígenos do enxerto 


Caso se pretenda evitar os efeitos desfavoráveis da imunossu- 
pressão geral, é necessário suprimir apenas a reatividade do 


hospedeiro aos antígenos do enxerto, preservando a integri- 
dade dos demais componentes do sistema imune — em 
outras palavras, é preciso induzir tolerância aos antígenos 
específicos. 

Alguns estudos demonstraram que as células hematopoéti- 
cas são fontes excelentes de aloantigenos tolerogênicos, e a 
produção de quimerismo misto estável por essas células obtidas 
da medula óssea é uma técnica potente de induzir tolerância 
robusta aos antígenos específicos dos transplantes de órgãos 
sólidos, apesar das incompatibilidades expressivas do MHC. 
Entretanto, o transplante bem-sucedido de medula óssea alo- 
gênica para adultos imunocompetentes normalmente requer o 
tratamento de citoablação dos receptores com irradiação ou 
fármacos citotóxicos e isso tendia a limitar sua utilização nos 
pacientes com doenças malignas. Um estudo muito estimu- 
lante com camundongos demonstrou a possibilidade de induzir 
tolerância duradoura não apenas às células da medula óssea, 
mas também aos enxertos de pele totalmente incompatíveis 
para o MHC dos receptores virgens (naive) tratados por trans- 
plante de medula óssea em doses altas e bloqueio coestimu- 
lador por uma única injeção de anticorpo monoclonal 
anti-CD154 (CD40L) mais uma proteína de fusão CTLA-4-Ig 
(Figura 16.13). O macroquimerismo hematopoético persis- 
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tente é conseguido para uma porcentagem significativa dos 
linfócitos do doador no timo, indicando deleção intratímica 
das células T' reativas do doador. 

Embora esse protocolo permita a aceitação duradoura da 
medula óssea e dos órgãos sólidos, parece que o bloqueio 
direto apenas com anti-CD14 e CTLA-4-Ig seja suficiente 
para induzir tolerância aos enxertos de órgãos sólidos. A esti- 
mulação das células T alorreativas pelo enxerto em presença 
do bloqueio da coestimulação causa apoptose, um processo 
facilitado pela rapamicina e que amplia o estado de tolerância. 
O Bcl-x; (veja a Figura 10.4) impede a apoptose das células 
T ea indução de tolerância por esse tratamento, confirmando 
a importância da deleção dos linfócitos T para o estabeleci- 
mento da insensibilidade antígeno-específica. Outro ele- 
mento importante é que as células T apoptóticas “conseguem 
sair do túmulo” produzindo IL-10, de modo que sua fagoci- 
tose junto com o antígeno resulta na apresentação deste 
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Figura 16.13 Bloqueio da coestimulação. (a) A ativação das 
células T depende dos sinais coestimuladores, principalmente 
do acoplamento da CD28 da superfície da célula T às 
moléculas B7 (CD80 e CD86) da superfície da célula 
apresentadora de antígenos. (b) A CTLA-4 liga-se à CD80/ 
CD86 com mais afinidade que a CD28 e, desse modo, a 
proteína de fusão solúvel CTLA-4-Ig consegue bloquear esses 
sinais coestimuladores, resultando em anergia da célula T. Do 
mesmo modo, um anticorpo monoclonal contra a CD40L da 
célula T poderia bloquear os sinais coestimuladores fornecidos 
normalmente pela CD40 da célula apresentadora de antígenos. 
(c) Indução da tolerância e do macroquimerismo pelo 
transplante de medula óssea totalmente alogênico mais 
bloqueio da coestimulação. Os camundongos B6 receberam 
células da medula óssea de um animal da raça B10.A 
totalmente alogênico com injeções de anti-CD154 (CD40L) e a 
proteína de fusão CTLA-4-Ig, que bloqueia as interações CD80/ 
CD86-CD28. Oito camundongos que apresentavam persistência 
duradoura das células de várias linhagens (macroquimerismo) 
eram totalmente tolerantes aos enxertos de pele B10.A. Cinco 
camundongos com quimerismo transitório apresentaram 
prolongamento moderado da sobrevida dos enxertos de pele, 
em comparação com os enxertos originados de animais sem 
qualquer semelhança. (Dados baseados em Wekerle T. et al. 
(2000) Nature Medicine 6, 464, com permissão.) 


último em uma forma tolerogênica, que mantém a tolerância 
por meio da produção de células imunorreguladoras. 

Apesar da função da célula dendrítica madura como esti- 
mulador acompanhante das células T em repouso, os precur- 
sores dessa primeira célula podem apresentar antígenos mesmo 
sem as moléculas coestimuladoras B7 e, por mecanismos 
semelhantes aos que foram descritos antes nas experiências de 
bloqueio da coestimulação, poderiam desempenhar um papel 
potencialmente importante na indução da tolerância. Esse 
conceito é particularmente relevante à insensibilidade especí- 
fica produzida pelos transplantes de fígado, o qual, por ser 
um órgão hematopoético, exporta continuamente grandes 
quantidades dessas células dendríticas imaturas. 

Os anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 não 
depletores, ao privarem as células T dos sinais plenamente 
ativadores, podem torná-las anérgicas quando encontram um 
antígeno por meio dos seus receptores específicos. Essas 
células anérgicas podem induzir insensibilidade das células T 
recém-recrutadas (“tolerância infecciosa”, p. 305) e, desse 
modo, assegurar a aceitação específica e indefinida dos enxer- 
tos de pele de camundongo, apesar das incompatibilidades 
menores entre as moléculas da classe I ou de vários antíge- 
nos menores dos transplantes (Figura 16.14). É importante 
salientar que os aloenxertos de pele impóem as maiores difi- 
culdades à indução da tolerância e que os transplantes de 
órgãos como o coração, que são menos exigentes que a pele, 
requerem imunoterapia muito menos vigorosa. 

Tendo em vista a grande variedade de epítopos peptídicos 
diferentes apresentados pelas moléculas do MHC do enxerto, 
o ataque frontal pleno das células T alorreativas por adminis- 
tração de peptídios tolerogênicos é muito difícil, e a estratégia 
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Figura 16.14 Indução da tolerância ao aloenxerto por anti-CD4 e 
anti-CD8 que não causam depleção celular. A tolerância aos 
enxertos de pele dos doadores com várias incompatibilidades entre 
os antígenos menores dos transplantes foi conseguida pela injeção 
simultânea de anticorpos monoclonais IgG2a contra CD4 e CD8, 
que não induzem depleção celular (seta verde). A manutenção da 
tolerância depende da continuação da presença do antígeno, que 
permite que as células não reativas interajam com as células 
imunocompetentes recém-formadas na superfície das mesmas 
células apresentadoras de antígenos e as tornem insensíveis por 
um mecanismo de tolerância infecciosa (veja as Figuras 11.8 e 
18.31). A perda da tolerância com depleção das células CD4, mas 
não das células CD8 (setas vermelhas), demonstra que a tolerância 


ativa é mantida por este primeiro subtipo celular. Na verdade, a 
tolerância pode ser transferida pelas células T reguladoras 


CD4*CD25*. (Figura resumida dos dados cedidos gentilmente por 
S. P. Cobbold e H. Waldmann.) 


de utilizar o bloqueio da coestimulação pelos antígenos pre- 
sentes no próprio enxerto parece ser uma abordagem mais 
promissora. 


O xenoenxerto é uma opção prática? 


Como o suprimento de órgãos humanos para transplante é 
muito menor que a demanda, começa a aumentar o interesse 
geral pela aplicabilidade da utilização de órgãos de outros 
animais. Os porcos são preferíveis aos primatas como doado- 
res, tanto em termos de aceitabilidade ética quanto ao risco 
de transmissão de zoonoses. Na verdade, as valvas cardíacas 
dos porcos têm sido utilizadas com sucesso há várias décadas 
em milhões de pacientes submetidos às operações de substi- 
tuição valvar. Entretanto, nesse caso, as valvas têm imunoge- 
nicidade acentuadamente menor em razão do seu tratamento 
prévio com glutaraldeído. Esse procedimento de fixação não 
pode ser realizado quando se trata do transplante de coração 
ou outro órgão funcionante. Desse modo, o primeiro obstá- 
culo a ser superado é a rejeição hiperaguda que ocorre em 
consequência dos anticorpos naturais xenorreativos do hos- 
pedeiro. A estrutura do carboidrato galactose-a.-1,3-galactose 
não é encontrada nos seres humanos e nos símios e nos 
macacos do Velho Mundo em consequência de uma mutação 
do gene que codifica a o.-1,3-galactosiltransferase dessas espé- 
cies. Por essa razão, elas não são imunologicamente tolerantes 
a esse carboidrato estranho. Além disso, essas espécies têm 
anticorpos pré-formados contra o epitopo Gal-a.-1,3-Gal, 
que está presente em muitas bactérias comuns e é expresso 
abundantemente no endotélio vascular xenogênico suíno. Os 
anticorpos naturais ligam-se ao endotélio e ativam o comple- 
mento na ausência dos reguladores do sistema complemento 
humano, tais como o fator acelerador do decaimento, a 
CD59 e a MCP (veja a Figura 14.4), desencadeando o fenô- 
meno da rejeição hiperaguda. A Figura 16.15 ilustra as novas 
estratégias de engenharia genética usadas para solucionar esse 
problema. 

O próximo desafio é a rejeição vascular aguda que ocorre 
depois de 6 dias, à medida que a produção de anticorpos até 


então inexistentes é estimulada em resposta aos xenoantígenos 
do epitélio do doador. A interleucina-12 e o IFNy inibem a 
rejeição vascular aguda dos xenoenxertos e, quando usado 
prolongadamente, o IFNy pode proteger o enxerto promo- 
vendo a síntese do NO., que impede a contração dos vasos 
sanguíneos. Alguns pesquisadores conseguiram sucesso limi- 
tado utilizando babuínos como receptores de corações ou rins 
de porcos suprimidos para a.-1,3-galactosiltransferase, embora 
esquemas imunossupressores muito intensos fossem utiliza- 
dos simultaneamente com (no caso dos transplantes de rins) 
cotransplante de tecidos tímicos com o objetivo de induzir 
tolerância no receptor. 

Mesmo que os problemas imunológicos sejam contorna- 
dos, ainda restará saber se o xenoenxerto será compatível com 
a vida humana por períodos longos. Também existe preocu- 
pação quanto à presença dos retrovírus endógenos suínos 
(PERV, do inglês, porcine endogenous retroviruses), que estão 
relacionados com os vírus associados às leucemias de algumas 
espécies. Tendo em vista que os receptores para o PERV-A 
como o PAR-1 e o PAR-2 estão amplamente distribuídos nos 
tecidos humanos, essas preocupações são justificáveis, embora 
ainda não esteja claro se a infecção das células humanas por 
esses vírus teria consequências deletérias. 


Tratamento com células-tronco 


O transplante ideal é constituído inteiramente de células 
do receptor (i. e., autoenxerto), porque evitaria a neces- 
sidade de usar imunossupressão. É possível isolar células- 
tronco de vários órgãos dos adultos, inclusive medula óssea. 
Por exemplo, alguns estudos demonstraram que as células- 
tronco pluripotenciais originadas da medula óssea humana 
induzem a neovascularização terapêutica e a miocardiogênese 
em um modelo de infarto do miocárdio em ratos. Avanços 
recentes da substituição dos núcleos celulares também 
criaram a possibilidade da clonagem terapêutica utilizando 
células-tronco embrionárias (Figura 16.16). Aos poucos, 
acumulam-se conhecimentos acerca dos fatores de cresci- 
mento necessários para dirigir as células-tronco relativamente 
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Figura 16.15 Estratégias usadas para evitar a rejeição hiperaguda mediada por complemento de um xenoenxerto em 


consequência da reação dos anticorpos antigalactose naturai: 


is com a Gala-1,3-Gal presente na superficie das células do 


enxerto suíno. Os xenoenxertos de coração ou rim retirados de porcos suprimidos para a.-1,3-galactosiltransferase podem 
funcionar por intervalos razoáveis nos babuínos, assim com os corações de porcos transgênicos que expressam as proteínas 
reguladoras do complemento humano, o fator acelerador do decaimento (DAF) ou CD59. A transfecção das células suínas com 


a-1,2-fucosiltransferase resulta na “cobertura” da estrutura da Gal 


la-1,3-Gal por uma fucose terminal e, desse modo, impede a 


ligação do anticorpo antigalactose. Outras abordagens incluem a transfecção com genes que codificam uma a-galactosidase ou o 


scFv recombinante intracelular, que reage com a a-1,3-galactosilt 
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Célula Figura 16.16 Substituição dos núcleos 
especializada das células para clonagem terapêutica. 
clonada 


O núcleo de um ovo é substituído pelo 
núcleo de uma célula do corpo (p. ex., 
células das glândulas mamárias ou da 
pele). Em seguida, o ovo é estimulado 
elétrica ou quimicamente para iniciar a 
divisão celular. Depois do seu 
desenvolvimento em embrião, as 
células-tronco podem ser isoladas e, em 
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químico 


indiferenciadas a assumirem a forma madura desejada, por 
exemplo, células pancreáticas, neurais ou hepáticas como 
tratamento regenerativo ou eritrócitos para transfusão. 

Um avanço excitante ocorreu há alguns anos com a clo- 
nagem da ovelha “Dolly”, primeiro animal clonado produ- 
zido a partir de uma única célula retirada de outro animal 
adulto. Essa clonagem reprodutiva suscitou preocupações de 
que os embriões humanos clonados pudessem ser reimplan- 
tados e usados na tentativa de produzir seres humanos clona- 
dos. Entretanto, com a clonagem terapêutica, o embrião 
cresce apenas por alguns dias de modo a fornecer certa quan- 
tidade de células-tronco para diferenciação e expansão subse- 
quentes in vitro. Um passo importante nessa direção foi o 


e diferenciação diferenciação apropriados. 


anúncio, em 2005, de que uma equipe da University of 
Newcastle no Reino Unido conseguiu clonar um blastocisto 
humano. Mais recentemente, vários grupos de pesquisa conse- 
guiram reprogramar geneticamente as células dos tecidos 
adultos introduzindo genes que codificam alguns fatores de 
transcrição de modo a produzir o que se conhece como célu- 
las-tronco pluripotenciais. Essas tecnologias poderosas poderão, 
por fim, revolucionar o tratamento da paralisia e dos distúrbios 
neurodegenerativos como as doenças de Parkinson e Alzheimer 
por meio da transferência de células neuronais derivadas das 
células-tronco. O uso terapêutico das células-tronco também 
está sendo investigado ativamente como tratamento de doen- 
ças cardíacas, diabetes, anormalidades visuais e muitas outras 
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doenças. A possibilidade de crescimento das células-tronco 
em uma matriz de maneira a desenvolver tecidos ou até 
mesmo órgãos inteiros também oferece opções adicionais para 
contornar o problema da rejeição dos aloenxertos 
(Figura 16.17). O primeiro transplante bem-sucedido de um 
tecido desenvolvido artificialmente foi publicado em 2008: a 
traqueia criada a partir das células-tronco do próprio receptor 
foi implantada em um paciente com destruição das vias res- 
piratórias depois de uma infecção grave por M. tuberculosis. 


Experiência clínica com transplantes 


Estruturas privilegiadas 


Os enxertos de córnea sobrevivem sem necessidade de imu- 
nossupressão. Como esses tecidos são avasculares, eles não 
tendem a causar sensibilização do receptor. Essa proteção pri- 
vilegiada é reforçada pela produção local de fatores imunossu- 
pressores como TGFB e IL-1Ra, pela expressão limitada do 
MHC e pela presença fundamental do FasL, que pode induzir 
a apoptose dos linfócitos infiltrativos. No entanto, a córnea 
transplantada fica opacificada quando o paciente foi pré-sensi- 
bilizado. Os enxertos de cartilagem também são bem-sucedi- 
dos, mas outro fator é a proteção conferida aos condróticos pela 
matriz. Com osso e artéria, realmente não importa se os enxer- 
tos morrem, porque ainda assim podem fornecer a estrutura 
básica para a colonização pelas células do hospedeiro. 


Enxertos renais 


Centenas de milhares de rins foram transplantados em todo 
o mundo, e com o aperfeiçoamento do tratamento desses 
pacientes, o índice de sobrevida aumenta. Em longo prazo 
(1 ano ou mais), a conveniência da compatibilidade dos loci 
HLA-A, HLA-B e HLA-DR torna-se evidente, embora o 
efeito não seja incontornável (Figura 16.18). 

Os pacientes que já se encontram parcialmente imunos- 
suprimidos por ocasião do transplante em razão da uremia 


caracterizam-se por algum grau de insensibilidade imunoló- 
gica. A combinação de dois ou três fármacos imunossupres- 
sores, por exemplo, um inibidor de calcineurina como a 
ciclosporina, azatioprina (em geral, substituída recentemente 
pelo micofenolato mofetila) e um glicocorticoide como a 
prednisolona, tem sido fundamental à conservação dos enxer- 
tos renais por períodos longos (Figura 16.11). O sinergismo 
entre a ciclosporina e a rapamicina também é explorado por 
seus efeitos benéficos. Inicialmente, esses fármacos são admi- 
nistrados em doses relativamente altas (fase de indução) 
durante os primeiros meses subsequentes ao transplante, 
quando a resposta imune antidoador é mais vigorosa; em 
seguida, as concentrações dos fármacos são reduzidas na fase 
de manutenção subsequente, que geralmente é necessária pelo 
resto da vida. Quando a função é precária durante uma crise 
de rejeição, a diálise renal pode ser realizada. Como mencio- 
nado, há grande interesse em torno do uso potencial dos 
xenoenxertos. Quando o transplante é realizado porque o 
paciente tem glomerulonefrite induzida por imunocomple- 
xos, O tratamento imunossupressor administrado pode ajudar 
a evitar o desenvolvimento de uma lesão semelhante no 
enxerto renal. Os pacientes com anticorpos contra a mem- 
brana basal glomerular (p. ex., síndrome de Goodpasture) 
tendem a destruir seus transplantes renais, a menos que sejam 
tratados inicialmente por plasmaférese e imunossupressores. 


Transplantes de coração 


O índice global de sobrevida em 1 ano dos enxertos dos 
transplantes de coração aumentou para mais de 85% 
(Figura 16.19), em grande parte em razão da introdução do 
tratamento imunossupressor combinado descrito anterior- 
mente. Com exceção do problema da rejeição, é provável que 
o número de pacientes que poderiam ser beneficiados pelo 
transplante de coração seja muito maior que o número de 
indivíduos que morrem com corações normais. É preciso dar 
mais atenção à possibilidade dos enxertos xenogênicos e aos 
substitutos mecânicos. 


Capitulo 16 | Transplante 453 


Nenhuma incompatibilidade 
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Figura 16.18 Sobrevidas dos enxertos 
renais cadavéricos primários na Europa. 
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Período de janeiro de 1993 a dezembro de 
1997 (n = 12.584) de acordo com a 
incompatibilidade do HLA-A, HLA-B e 
HLA-DR. A compatibilidade afeta 
expressivamente (p < 0,001) os dois 
grupos de dados. (Dados gentilmente 
fornecidos por Guido Persijn e Jacqueline 
Smits, da Eurotransplant International 
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Transplantes de fígado 


Os índices de sobrevida dos transplantes de fígado ortotópicos 
(na posição normal ou habitual) são ligeiramente menores que 
os conseguidos com os transplantes de coração (Figura 16.19). 
O potencial hepatotrófico do tacrolimo é um bônus adicional 
que o torna preferível para o transplante de figado. Os episódios 
de rejeição são controlados com corticoides em doses altas e, 
se estes forem ineficazes, com globulina antilinfócitos. O uso 
de uma solução de amido hidroxietílico coloidal totalmente 
sintético, que contém lactobionato em substituição ao cloreto, 
permite que o fígado seja preservado por 24 h ou mais e isto 
revolucionou a logística dos transplantes de figado. De maneira 
a melhorar o prognóstico dos pacientes com neoplasias malig- 
nas do fígado ou do ducto biliar, que eram considerados ino- 
peráveis, pesquisadores desenvolveram os transplantes de blocos 
de órgãos tendo o fígado como órgão central (p. ex., fígado e 
pâncreas; ou fígado, pâncreas, estômago e intestino delgado ou 
até mesmo intestino grosso). No entanto, o prognóstico não é 
muito favorável porque até três quartos dos pacientes trans- 
plantados em razão do câncer hepático tiveram recidiva do 
tumor no primeiro ano. No futuro, podemos esperar a criação 
de figados autólogos a partir de células adultas, quando as 
técnicas de engenharia tecidual estiverem suficientemente 


desenvolvidas. 


Fígado Intestino 


Figura 16.19 Índices de sobrevida dos 
enxertos dos transplantes primários 
realizados nos EUA. Com os transplantes 
de rim e fígado, os índices mais altos 
referem-se aos transplantes de doadores 
vivos, enquanto os índices mais baixos 
aplicam-se à situação mais comum dos 
órgãos fornecidos por doadores mortos. No 
caso dos transplantes renais e pancreáticos 
simultâneos, o índice mais alto refere-se à 
sobrevida do rim transplantado, enquanto o 
valor mais baixo aplica-se ao pâncreas 
transplantado. Os índices de sobrevida dos 
transplantes repetidos de todos os órgãos 
geralmente são um pouco menores. (Dados 
baseados no relatório anual de 2008 da 
Organ Procurement and Transplantation 
Network, http://optn.transplant.hrsa.gov) 
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A experiência com os transplantes de fígado entre cobaias 
revelou um resultado inesperado. Muitos dos animais conser- 
vavam os órgãos enxertados em condições saudáveis por 
muitos anos, sem qualquer tipo de imunossupressão, apresen- 
tando um estado de insensibilidade aos enxertos de pele ou 
rim do mesmo doador. A tolerância real é induzida pelas 
células-tronco hematopoéticas intra-hepáticas do doador, 
pelas células dendríticas imaturas (veja as seções anteriores) e, 
possivelmente, também pelo próprio parênquima hepático, 
que reconhecidamente produz grandes quantidades de molé- 
culas solúveis do MHC classe I. 

Hoje em dia, existem estudos em andamento sobre trans- 
ferência de hepatócitos isolados e fixados a microcarreadores 
revestidos por colágeno, que são injetados por via intraperi- 
toneal para corrigir deficiências isoladas como a síntese de 
albumina. Essa abordagem interessante tem aplicação muito 
mais ampla como veículo geral para a terapia genética. 


Enxertos de células-tronco hematopoéticas 


Os pacientes com alguns tipos de imunodeficiência e anemia 
aplásica são candidatos óbvios ao tratamento com células- 
tronco hematopoéticas (HSC, do inglês, hematopoietic stem 
cells) pluripotenciais isoladas da medula óssea, do sangue peri- 
férico ou do sangue do cordão; o mesmo se aplica aos pacientes 
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com leucemia, linfoma, mieloma e câncer de mama metastático 
tratados radicalmente com quimioterapia intensiva e, possivel- 
mente, irradiação de corpo inteiro na tentativa de erradicar as 
células neoplásicas, conforme descrito no capítulo seguinte. 

A medula óssea não contém apenas HSC, mas também 
células-tronco mesenquimais que podem originar cartilagens, 
tendões e ossos; depois da expansão das contagens em cinco a 
10 vezes em cultura, essas células oferecem tratamento excelente 
para crianças com osteogênese imperfeita, um distúrbio gené- 
tico no qual os osteoblastos produzem colágeno tipo I anormal, 
que acarreta osteopenia e deformidades ósseas graves. Resultados 
favoráveis foram conseguidos com transplante de células-tronco 
in utero para tratar a imunodeficiência combinada grave (SCID) 
utilizando populações celulares obtidas da medula óssea paterna 
enriquecida com o marcador de células-tronco CD34. Em 
termos práticos, alguns estudos demonstraram que o sangue do 
cordão contém células-tronco hematopoéticas suficientes para 
repovoar a medula óssea, mas uma abordagem ainda mais con- 
veniente é usar as citocinas (como o fator estimulador das 
colônias de granulócitos, ou G-CSF) para mobilizar as células- 
tronco do doador para fora da medula de modo a aumentar as 
contagens de células-tronco do sangue periférico (PBSC). O 
transplante de PBSC autólogas (com reinfusão das células 
CD34" obtidas antes do tratamento mielossupressor) ou alogê- 
nicas possibilita a recuperação mais rápida das contagens de 
neutrófilos e plaquetas do que a melhora observada depois do 
transplante de medula óssea; em muitos centros, essa abordagem 
está substituindo rapidamente a medula óssea como fonte dessas 
células. As células alogênicas podem desenvolver uma resposta 
enxerto-versus-tumor, mas essa reação deve ser comparada com 
o risco de desenvolver a doença enxerto-versus-hospedeiro 
(GVHD) (veja adiante). O transplante de células-tronco hema- 
topoéticas também está sendo investigado como mecanismo 
para induzir tolerância aos antígenos do doador nos receptores 
de transplantes de órgãos sólidos, produzindo um estado de 
quimerismo no receptor que, em seguida, resulta na destruição 
ou na inativação dos linfócitos alorreativos relevantes. 


A doença enxerto-versus-hospedeiro resulta 
das células T alogênicas do enxerto 


A GVHD resultante do reconhecimento dos antígenos do 
receptor pelas células T alogênicas da medula óssea ou do 
inóculo derivado do sangue periférico é uma complicação 
grave e fatal em alguns casos, e a incidência dessa doença é 
reduzida se os linfócitos forem primeiramente esgotados por 
um coquetel de anticorpos monoclonais contra as células T. 

Existem grandes expectativas de que a implantação bem- 
sucedida e a profilaxia da GVHD depois do transplante de 
células alogênicas sejam conseguidas na prática clínica por 
estratégias como o bloqueio da coestimulação (Figura 16.13), 
sem necessidade de tratamento de citoablação do enxerto ou 
do receptor. Até que isso ocorra, os resultados favoráveis serão 
mais prováveis entre doadores altamente compatíveis, princi- 
palmente quando se pretende evitar as reações graves da 
GVHD; nesses casos, os irmãos oferecem as maiores chances 


de encontrar um doador compatível. Sem dúvida, os antíge- 
nos menores (não HLA) dos transplantes são importantes e 
mais difíceis de compatibilizar. A GVHD aguda que se desen- 
volve nos primeiros 100 dias depois da infusão de células 
alogênicas afeta principalmente a pele, o figado e o trato 
gastrintestinal. O tratamento atual consiste em corticoides 
como prednisolona em combinação com ciclosporina ou 
tacrolimo, mas a inclusão do metotrexato neste esquema 
parece aumentar a eficácia. A GVHD crônica (i. e., depois de 
100 dias) tem prognóstico relativamente favorável quando se 
limita à pele e ao fígado, mas quando há acometimento de 
vários órgãos (clinicamente semelhante à esclerose sistêmica 
progressiva) o prognóstico é desfavorável. Nesses casos, os 
pacientes são tratados com ciclosporina e prednisolona. A 
patogenia da GVHD pode envolver inicialmente a secreção 
de IL-1, TNF e IFNy pelos tecidos lesados do hospedeiro, 
com as células dendríticas do doador e do receptor ativando 
as células Th1 deste primeiro para secretar IL-2 e mais IFNy. 
O hospedeiro é atacado pelas células T citotóxicas e pelas 
células NK do doador, que utilizam as vias do Fas-FasL e da 
perforina/granzima B para induzir a morte celular por apop- 
tose, seguida da secreção do TNF como etapa final. Existe 
esperança de que as células T reguladoras possam ser recruta- 
das para limitar esse processo, e as experiências com modelos 
animais estão em andamento para avaliar a eficácia dessas 
abordagens. Em um desses modelos, camundongos tratados 
com anticorpo monoclonal anti-IL-21 tiveram mortalidade 
menor por GVHD, que estava associada ao aumento das 
células T reguladoras Foxp3* induzíveis na lâmina própria do 
intestino grosso. Desse modo, o bloqueio da IL-21 in vivo 
resultou na indução das células T reguladoras em preferência 
à diferenciação das células Th1 e Th17 induzidas pela IL-21. 


Outros órgãos e tecidos 


É provável que o aperfeiçoamento das técnicas de controle do 
processo de rejeição estimule a realização de transplantes em 
várias outras áreas, por exemplo, no diabetes melito tipo 1, 
no qual o número de transplantes aumenta rapidamente. 
Atualmente, o índice de sobrevida em 5 anos fica em torno 
de 75% para os transplantes simultâneos de pâncreas e rim 
(Figura 16.19). O transplante de células das ilhotas pancreá- 
ticas isoladas é uma opção mais atraente porque evita a neces- 
sidade de uma operação de grande porte e parece necessitar 
de menos imunossupressão que a exigida pelo transplante de 
pâncreas. A colagenase é injetada no ducto pancreático de um 
doador em morte cerebral e as ilhotas recuperadas são purifi- 
cadas por centrifugação com gradiente de densidade. Em 
seguida, as ilhotas são infundidas na veia porta hepática do 
receptor, a partir da qual se alojam nos sinusoides hepáticos. 
Recentemente, esse procedimento foi ampliado com sucesso 
utilizando ilhotas isoladas de um fragmento de pâncreas reti- 
rado de um doador vivo. Evidentemente, os benefícios do 
transplante de células das ilhotas pancreáticas como alterna- 
tiva para as injeções de insulina precisam ser contrapostos aos 
riscos da imunossupressão necessária. 


Os indices de sobrevida em 5 anos de 45% a 50% dos 
transplantes de pulmão e coração-pulmão estão aumentando, 
mas ainda são insatisfatórios (Figura 16.19). O transplante de 
intestino também precisa ser aperfeiçoado porque, hoje em dia, 
o índice de sobrevida em 5 anos é de 36% (Figura 16.19). 
Também se espera que o transplante bem-sucedido de pele para 
queimaduras letais torne-se mais comum. O transplante de 
tecidos neurais pode beneficiar pacientes com distúrbios 
neurodegenerativos como doença de Parkinson, doença de 
Huntington e acidente vascular encefálico. Na verdade, o trans- 
plante de tecidos mesencefálicos fetais humanos para os cére- 
bros dos pacientes com doença de Parkinson já mostrou que 
os neurônios dopaminérgicos desses tecidos conseguem se inte- 
grar aos circuitos neuronais do cérebro do receptor. Alguns 
pacientes conseguiram interromper o tratamento com L-dopa 
por vários anos. Entretanto, esse transplante está longe de ser 
realizado rotineiramente e os resultados das experiências clíni- 
cas foram muito variados. Como mencionado (p. 450), os 
pesquisadores estão recorrendo às células-tronco como fonte de 
neurônios, embora os fatores de crescimento ideais e as condi- 
ções de cultura necessárias à formação dos tipos específicos de 
neurônios ainda precisem ser avaliados com mais detalhes. 

A infertilidade, incluindo a que resulta de intervenções 
médicas como o tratamento citotóxico de pacientes com 
câncer, é muito preocupante. Por essa razão, é gratificante 
ouvir que foram conseguidas gestações bem-sucedidas em 
mulheres que fizeram transplantes de ovário. A criopreserva- 
ção de espermatozoides é uma técnica bem-sucedida para o 
tratamento dos homens com câncer de modo a proteger os 
espermatozoides do tratamento antineoplásico mutagênico. 
Isso não está disponível para os meninos pré-púberes, mas 
uma alternativa para este grupo seria a criopreservação das 
suas células-tronco (espermatogônias) e sua reintrodução 
depois do tratamento, tendo em vista que as células de Sertoli 
que promovem a diferenciação em espermatozoides maduros 
funcionariam normalmente. Existe a possibilidade de identi- 
ficar e corrigir anomalias genéticas das espermatogônias antes 
de sua reintrodução, mas os comitês de ética lutam acirrada- 
mente contra essa reparação tipo “Frankenstein”. Nos casos 
de infertilidade masculina causada pela disfunção das células 
de Sertoli, seria mais aceitável desenvolver espermátides 
maduras em cultura de espermatogônias com células de 
Sertoli derivadas de um indivíduo normal. 

A revascularização miocárdica consiste no autoenxerto de 
veia safena retirada do membro inferior, de artérias mamárias 
internas ou de artéria radial do braço. O vaso sanguíneo é 
enxertado no coração de modo a fazer um bypass da artéria 
coronária obstruída ou lesada. Os enxertos vasculares aplica- 
dos em outras áreas do corpo podem usar condutos vasculares 
sintéticos produzidos com materiais como Dacron” ou poli- 
tetrafluoroetileno (PTFE), autoenxertos ou, em casos muito 
raros, aloenxertos. Também existem estudos em andamento 
sobre a produção de vasos sanguíneos artificiais, por exemplo, 
utilizando células-tronco humanas cultivadas em arcabouços 
biodegradáveis de polímero revestido por fibronectina em 
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presença de mediadores como o fator de crescimento do 
endotélio vascular. 


O feto é um aloenxerto em potencial 


Uma consequência do polimorfismo de uma população mis- 
cigenada é que a mãe e o feto quase certamente têm MHC 
diferentes. Na placenta hemocorial humana, o sangue materno 
com linfócitos imunocompetentes circula em contato com os 
trofoblastos fetais, e precisamos explicar como o feto evita a 
rejeição do aloenxerto, apesar do desenvolvimento de uma 
resposta imune proporcional das mães, conforme se evidencia 
pelo aparecimento de anticorpos anti-HLA e linfócitos cito- 
tóxicos. Na verdade, a sensibilização pregressa por um enxerto 
cutâneo não afeta a gestação, demonstrando que as células 
trofoblásticas estão imunologicamente protegidas; na verdade, 
elas são resistentes a maioria dos mecanismos citotóxicos, 
embora possam ser vulneráveis às células NK ativadas pela 
IL-2. A Figura 16.20 resume algumas das muitas especulações 
propostas sobre esse assunto. 

Sem dúvida, o fator mais importante é a inexistência com- 
provada de antígenos do MHC classes I e II convencionais no 
sinciciotrofloblasto placentário e no citotrofoblasto que prote- 
gem o feto contra um ataque alogênico. Essas alterações fun- 
damentais da regulação dos genes do MHC também resultam 
na expressão singular das proteínas não clássicas do HLA-E, 
HLA-F e HLA-G no citotrofoblasto extraviloso. Essas molécu- 
las, que apresentam pouquíssimo polimorfismo (foram identi- 
ficadas 9, 21 e 46 variantes da sequência genômica do HLA-E, 
do HLA-F e do HLA-G, respectivamente, até outubro de 
2010, em comparação com 1.381, 1.927 e 960 alelos do 
HLA-A, do HLA-B e do HLA-C, respectivamente [Figura 
16.9]), podem proteger o trofoblasto da destruição pelas células 
NK do endométrio uterino, que normalmente atacariam as 
células que não possuem moléculas do MHC classe I (veja a 
p. 98). A IgG materna contra o MHC paterno é detectada em 
20% das primeiras gestações e este índice aumenta para 75% 
a 80% das mulheres multíparas. Alguns desses anticorpos apre- 
sentam reatividade cruzada contra o HLA-G, mas a vulnerabi- 
lidade das células trofoblásticas ao complemento é bloqueada 
pela presença em sua superfície de proteínas controladoras, que 
inativam a C3 convertase (veja a p. 383). Os camundongos nos 
quais o gene da proteína reguladora do complemento Crry foi 
suprimido desenvolvem inflamação placentária e morte fetal. 
Análises imuno-histoquímicas revelaram deposição dos com- 
ponentes do complemento na placenta desses camundongos, 
mas se esses animais foram cruzados com camundongos nos 
quais o componente C3 do complemento foi suprimido, o 
efeito deletério da ausência do Crry foi evitado. Isso certamente 
indica um papel para a inibição da ativação do complemento 
como um dos mecanismos que ajudam a manter o feto semia- 
logênico, ao menos nos camundongos. A presença do ligante 
Fas na interface maternofetal do trofoblasto pode contribuir 
para a limitação da agressão imune do feto, embora o fato de 
que os camundongos gid (que não têm FasL) e /pr (que não 
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Figura 16.20 Mecanismos sugeridos para explicar a 
sobrevida do feto como aloenxerto na mae. IDO, 
indoleamina-2,3-dioxigenase. 


A rejeição do enxerto é uma reação imunológica 

E A rejeição tem especificidade, a rejeição 
secundária é rápida, a reação é mediada por 
linfócitos e há produção de anticorpos específicos 
contra o enxerto. 


Controle genético dos antígenos do transplante 

m Em cada espécie de vertebrado, existe um 
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), 
o qual é responsável por provocar as reações mais 
intensas ao enxerto. 

m Os antígenos do MHC dos pais são expressos de 
modo codominante nas superfícies celulares. 

m Os irmãos apresentam uma possibilidade de 1:4 
de identidade em relação ao MHC. 


Outras consequências da incompatibilidade MHC 

Em As moléculas do MHC classe Il provocam uma 
reação linfocitária proliferativa mista quando há 
interação entre linfócitos geneticamente diferentes. 

E As diferenças entre as moléculas da classe Il são 
as principais responsáveis pela reação dos 
linfócitos enxertados tolerados contra os antígenos 


têm Fas) dão à luz fetos vivos sugira que este mecanismo não 
seja essencial à manutenção da gestação. A supressão das ativi- 
dades das células T, B e NK também se deve à produção de 
metabólitos tóxicos do triptofano pela enzima catabólica indo- 
leamina-2,3-dioxigenase, que está presente nas células trofo- 
blásticas e nos macrófagos. 

As citocinas parecem desempenhar um papel complexo 
na gestação pós-implantação, tendo em vista a produção dos 
fatores de crescimento como CSF-1 e GM-CSE que têm ação 
trófica na placenta, assim como do fator transformador do 
crescimento-B (TGFB), que poderia ajudar a atenuar qual- 
quer ativação das células NK durante as intercorrências 
potencialmente abortivas como exposição intrauterina aos 
lipopolissacarídios (LPS) ou aos interferons. Na verdade, a 
produção dos mediadores imunossupressores como a IL-10 
e o TGFB pelas células T reguladoras é fundamental na limi- 
tação de qualquer ataque imunológico ao feto. As células que 
apresentam marcadores das células T' reguladoras naturais 
(i. e, CD4'CD25'CTLA-4'GITR'FoxP3') estão presentes 
em quantidades maiores na circulação e na decídua durante 
o primeiro e segundo trimestres da gestação humana. Já foi 
constatado que a ausência dessas células reguladoras resulta 
em rejeição imunomediada dos fetos dos camundongos. 


do hospedeiro (doença enxerto-versus-hospedeiro, 
GVHD). 


Mecanismos da rejeição dos enxertos 

E Os anticorpos pré-formados causam rejeição 
hiperaguda em alguns minutos. 

E Os linfócitos CD8 e CD4, as Ig e o complemento 
desempenham funções importantes na rejeição 
aguda, que pode ocorrer vários dias depois do 
transplante. 

E A intensidade da rejeição do aloenxerto é atribuída 
ao número surpreendentemente grande de células 
precursoras aloespecíficas, que reconhecem 
diretamente o alo-MHC (via direta); a rejeição mais 
tardia envolve progressivamente os peptídios 
alogênicos apresentados pelo MHC próprio (via 
indireta). 

E A rejeição crônica pode ocorrer meses ou anos 
depois do transplante e pode envolver linfócitos, 
fagócitos, anticorpos e/ou complemento. 


Profilaxia da rejeição dos enxertos 
E A rejeição pode ser atenuada pela 
compatibilização cruzada entre o doador e o 


enxerto quanto ao grupo ABO e aos tipos teciduais 
do MHC. Os antigenos do MHC do individuo sao 
tipados por técnicas sorológicas ou de genética 
molecular. HLA-DR, HLA-A e HLA-B são os mais 
importantes para essa compatibilizagao. 

E Os fármacos que causam imunossupressão geral, 
tais como os antimitóticos (p. ex., azatioprina), os 
corticoides anti-inflamatórios e os anticorpos 
monoclonais antilinfócitos, podem bloquear a 
rejeição do enxerto. A ciclosproina, o tacrolimo e a 
rapamicina são fármacos com ações específicas 
nos linfócitos T; os complexos formados pela 
ciclosporina e pelo tacrolimo com seus respectivos 
ligantes celulares (ciclofilina A e FKBP, 
respectivamente) bloqueiam a calcineurina, uma 
fosfatase que ativa o fator de transcrição da IL-2 
NFAT, enquanto a rapamicina (que também forma 
complexos com a FKBP) inibe a quinase TOR 
envolvida na proliferação celular. 

E A imunossupressão antígeno-específica por meio 
da indução de tolerância pode ser conseguida 
com a injeção de medula óssea alogênica com 
bloqueio da coestimulação por uma combinação 
de anti-CD154 (CD40L) e uma proteína de fusão 
CTLA-4-Ig. Os precursores das células dendríticas 
também conseguem induzir tolerância por meio da 
apresentação de antígenos na ausência dos 
coestimuladores B7. 


Xenoenxerto 

m Existem em desenvolvimento estratégias para 
evitar a rejeição hiperaguda dos enxertos suínos 
usados nos seres humanos, que é causada pela 
reação dos anticorpos naturais do hospedeiro com 
os epitopos de galactose-a.-1,3-galactose das 
células suínas, bem como a rejeição vascular 
aguda pelos anticorpos adquiridos e produzidos 
pela resposta humoral (anticorpos) xenogênica. 


Tratamento com células-tronco 

E As células-tronco podem ser isoladas de vários 
tecidos dos adultos e podem fornecer materiais 
para autoenxertos. 

E A introdução dos fatores de transcrição nas células 
adultas pode ser realizada para produzir células- 
tronco pluripotenciais induzidas. 
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Experiência clínica com transplantes 

E Os enxertos de córnea e cartilagem são 
avasculares, produzem fatores imunossupressores 
locais e são comparativamente bem tolerados. 

E Os enxertos de rim produzem resultados 
excelentes e são utilizados mais amplamente, 
embora a imunossupressão normalmente precise 
ser mantida por toda a vida. 

E Os enxertos de HSC para tratar imunodeficiência e 
anemia aplásica são aceitos quando o material é 
doado por irmãos compatíveis, mas é difícil evitar 
a GVHD quando se utilizam HSC alogênicas sem 
antes erradicar as células T do enxerto ou, de 
preferência, induzir tolerância por bloqueio da 
coestimulação. As HSC isoladas do sangue 
periférico depois da mobilização dessas células da 
medula óssea usando G-CSF podem ser usadas 
em substituição à medula óssea. 

m Os transplantes de tecidos neurais alcançaram 
algum sucesso nos pacientes com doença de 
Parkinson. 

E As tentativas de desenvolver artificialmente tecidos 
como a traqueia têm sido cada vez mais 
bem-sucedidas. 


O feto como aloenxerto em potencial 

E As diferenças entre o MHC da mãe e do feto 
implicam que, como aloenxerto em potencial, o 
feto tem de ser protegido contra o ataque do 
transplante pela mãe. 

E Um mecanismo de defesa importante é a 
inexistência dos antígenos do MHC classes | e II 
clássicos na interface maternofetal. 

E A placenta expressa proteínas do MHC classe | 
não clássicas (HLA-G, HLA-E e HLA-F), que inibem 
a citotoxicidade pelas células NK maternas. 

E As células trofoblásticas apresentam em suas 
superfícies proteínas reguladoras do complemento, 
que decompõem a C3 convertase e, desse modo, 
bloqueiam qualquer ataque mediado pelo 
complemento. 

E A produção local de IL-10 e TGFP pelas células T 
reguladoras CD4*CD25*FoxP3*, a decomposição 
do triptofano pela indoleamina-2,3-dioxigenase e a 
presença do FasL contribuem para a supressão 
das reações indesejáveis. 
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Para lembrar 


Nos capítulos anteriores, descrevemos como o sistema imune é ativado em 
resposta aos agentes infecciosos e desenvolve uma resposta apropriada por 
uma combinação de componentes inatos e adaptativos. Um elemento 
fundamental à iniciação da resposta imune significativa é a detecção dos 
antígenos estranhos (nonself), inicialmente na forma de padrões moleculares 
associados aos patógenos (PAMP) percebidos por meio da ligação aos 
receptores de reconhecimento de padrões (PRR) solúveis ou acoplados a 
macrófagos, células dendríticas e outras células do sistema imune. A 
ativação das células dendríticas mediada pelos PAMP deflagra sua 
maturação e sua migração subsequente aos linfonodos, onde desempenham 
uma função fundamental como células apresentadoras de antígenos, 
permitindo que os linfócitos T respondam aos determinantes nonself na 
forma de peptídios estranhos. As células T ativadas produtivamente se 
diferenciam em células efetoras que coordenam as respostas dos linfócitos 
B, a ativação dos macrófagos e a destruição celular por citotoxicidade, entre 
outras funções. Nesse sentido, os componentes inatos e adaptativos do 
sistema imune trabalham cooperativamente no sentido de identificar e 
combater os microrganismos. O sistema imune evoluiu para diferenciar o 
próprio (self) do estranho (nonself) com base no princípio pragmático de que 
tudo que seja reconhecido como estranho é perigoso e, consequentemente, 
precisa ser expulso do organismo. Na busca incansável por elementos 
estranhos, nossos sistemas imunes bem intencionados algumas vezes 
trabalham contra nosso organismo (p. ex., rejeitando órgãos transplantados), 
mas também existem situações em que as estruturas próprias podem ser 
muito preocupantes (p. ex., um câncer em desenvolvimento). 
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Introdução 


Como veremos neste capítulo, um problema importante do câncer é que o sistema imune tem poucas 
ferramentas para reconhecer as neoplasias malignas como algo potencialmente perigoso — em grande parte 
devido à preocupação do sistema imune com o reconhecimento do que não é próprio — e, por essa razão, as 
respostas imunes aos tumores são tipicamente modestas. Isso provavelmente tem muito a ver com a 
inexistência de PAMP que normalmente são necessários ao desenvolvimento das respostas imunes 
significativas, mas também pode ser atribuído à manipulação do sistema imune pelo tumor. Na verdade, 
existem evidências crescentes de que os tumores frequentemente recrutam macrófagos e outras células do 
sistema imune inato e “reeducam” essas células no sentido de adquirirem um fenótipo favorável à cicatrização 
de feridas com a finalidade de sustentar o crescimento e a sobrevivência do tumor. Antes de analisarmos as 
razões pelas quais as populações de células transformadas (i. e., neoplásicas) não são prontamente 
reconhecidas e descartadas pelo sistema imune, descreveremos sucintamente os fatores que influenciam o 


desenvolvimento do câncer. 


Transformação celular e câncer 


O câncer não é uma doença única, mas um espectro amplo 
de condições causadas por uma falha de controle que normal- 
mente regula a proliferação, a diferenciação e a sobrevivência 
das células. Os cânceres podem ser benignos (quando as 
células neoplásicas não conseguem espalhar-se para outros 
tecidos) ou malignos (quando o câncer é invasivo e espalha-se 
para outros tecidos do corpo). As células que sofrem trans- 
formação maligna fogem aos controles normais da prolife- 
ração, invadem os tecidos adjacentes e, por fim, migram para 
outras áreas do corpo para desenvolver tumores secundários. 

Embora as primeiras teorias elaboradas para explicar a 
natureza do câncer sugerissem que o crescimento celular 
anormal fosse causado por agentes infecciosos, tais como 
vírus, essas teorias foram gradativamente suplantadas pelo 
conceito de que o câncer era causado por mutágenos (agentes 
que provocam mutações genéticas). Hoje em dia, está bem 
demonstrado que a maioria dos carcinógenos (i. e., agentes 
que causam câncer) atua causando danos ao DNA, seja direta 
ou indiretamente. Esses danos podem ser relativamente sutis 
e resultar em mutações pontuais que alteram um único ami- 
noácido da proteína codificada pelo gene afetado, ou mais 
dramáticos, provocando translocação de segmentos cromos- 
sômicos inteiros de um cromossomo para outro (Figura 17.1). 

Esses eventos mutagênicos geralmente têm pouca repercus- 
são, porque os danos acarretados ao DNA são reparados ou a 
célula é destruída por apoptose. Contudo, em uma porcenta- 
gem pequena dos casos, os eventos mutagênicos conseguem 
produzir células com propriedades que lhes permitem desobe- 
decer às regras que normalmente controlam o comportamento 
celular nos organismos pluricelulares. Contudo, isso não acon- 
tece da noite para o dia, porque as barreiras à transformação 
maligna são formidáveis. É importante ressaltar que os cânce- 
res quase nunca se originam de danos genéticos isolados, 
mas passam por uma série de etapas desde o estado normal 
(não transformado) até uma condição de transformação 


completa (Figura 17.2). Com frequência, a aquisição de muta- 
ções pregressas predispõe à ocorrência de outras mutações 
porque acarreta instabilidade no DNA. Essa progressão é faci- 
litada pela aquisição progressiva e randômica de várias muta- 
ções que, em conjunto, produzem o câncer. Como diferentes 
pressões seletivas atuam nos diversos tecidos, várias combi- 
nações de mutações são encontradas nos diferentes tipos de 
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Figura 17.1 Translocação do gene c-myc para o locus da 
cadeia p no linfoma de Burkitt. O linfoma de Burkitt é uma 
neoplasia das células B com incidéncia relativamente alta nas 
crianças africanas, nas quais existe uma associação com o vírus 
Epstein-Barr (EBV); na maioria dos casos estudados, o gene 
c-myc (localizado na banda q24 do cromossomo 8) está 
reunido por uma translocação recíproca ao gene da cadeia 
pesada u da banda q32 do cromossomo 14, conforme ilustrado 
nesta figura. Alguns autores já sugeriram que os mecanismos 
normais que infrarregulam o gene c-myc não conseguem 
funcionar mais no gene translocado e, desse modo, a célula é 
mantida em atividade no seu ciclo celular. Em casos menos 
comuns, o gene c-myc é transferido aos loci da cadeia x 
(cromossomo 2) ou À (cromossomo 22). 
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Progressão ao câncer 


tecidos. Além disso, embora alguns dos mesmos genes funda- 
mentais (p. ex., P53, RAS, MYC, PTEN, RB) apresentem fre- 
quentemente mutações na maioria dos cânceres, essas mutações 
podem ser acompanhadas por inúmeras outras mutações rela- 
tivamente singulares ao tumor específico. 


A transformação celular 
é um processo multietapas 


A transformação celular é um processo multietapas que 
envolve uma combinação de danos genéticos que afetam os 
genes responsáveis por regular (entre outras coisas) o início 
ou a terminação do ciclo celular e a morte das células (apop- 
tose). O câncer está comumente associado a mutações ativa- 
doras dos genes que promovem a proliferação celular (p. ex., 
MYC e RAS) e aumentam a atividade, a estabilidade ou a 
expressão dos produtos proteicos desses genes. Tais genes, que 
em seu estado hiperativo promovem o desenvolvimento do 
câncer, são conhecidos como oncogenes. Paralelamente, 
também é comum encontrar mutações inativadoras ou 
mutações que interferem com o estado de dominância 
(i. e., mutações que geram uma proteína que perdeu sua 
função normal e também é capaz de inibir a atividade de 
qualquer proteína natural restante) dos genes que promovem 
a parada do ciclo celular ou a apoptose das células lesadas 
(exemplos marcantes são o P53 e o RB). Esses últimos genes 
são conhecidos como supressores tumorais porque, em seu 
estado natural, os produtos desses genes impedem o desen- 
volvimento do câncer. A expressão desregulada dos genes que 
participam do controle da morte celular programada (tais 
como BCL-2 ou ABL) também é uma característica frequente 
de muitas neoplasias malignas. 

Desse modo, o câncer desenvolve-se em consequência 
de uma combinação de mutações que afetam os oncogenes 
e os genes supressores tumorais e, por essa razão, é um evento 
com probabilidade relativamente pequena. Na verdade, 
quando se consideram os literalmente trilhões de células que 
um ser humano comum produz ao longo de sua vida, nossos 


> Metastática Figura 17.2 O desenvolvimento do 
câncer é um processo multietapas. Os 
cânceres raramente surgem de 
mutações isoladas, mas ocorrem em 
consequência da aquisição de uma série 
de mutações que, progressivamente, 
transformam uma célula normal em 
outra célula maligna cada vez mais 
anormal. Em cada etapa da progressão, 
as células transformadas adquirem 
características (p. ex., a capacidade de 
proliferar independentemente dos 
fatores de crescimento, resistência à 
apoptose, capacidade de invadir os 
tecidos adjacentes) que lhes conferem 
uma vantagem competitiva sobre as 
células vizinhas. 
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corpos estão muito bem adaptados para limitar a formação 
de células que conseguem escapar aos controles normais que 
regulam a proliferação celular. Dito isso, considerando que 
um ser humano mediano vive quase 80 anos, o câncer final- 
mente se desenvolve em uma porcentagem significativa dos 
indivíduos. Vejamos agora alguns fatores que afetam a inci- 
dência do câncer. 


A incidência do câncer varia entre 
os diferentes tecidos 


Os cânceres podem surgir em quase todos os tecidos do 
corpo, mas são encontrados mais comumente nos epitélios 
— as lâminas de células que constituem a camada superior 
da pele e que revestem as paredes das cavidades e dos tubos 
existentes no corpo. Os cânceres que se desenvolvem nos 
epitélios são conhecidos como carcinomas e estes tumores 
são responsáveis por mais de 80% de todas as mortes por 
câncer nos países ocidentais. 

Esse último fato provavelmente está relacionado com dois 
fatores: primeiro, os epitélios correm o risco mais alto de 
exposição aos agentes que causam câncer (carcinógenos) 
porque suas células revestem as superfícies do corpo que se 
encontram em contato direto com o ambiente (p. ex., pele, 
pulmões, boca, esôfago, estômago, intestino, vias urinárias, 
colo do útero), que é uma fonte importante de carcinógenos 
(químicos, físicos ou biológicos). O outro fator importante 
que determina a alta probabilidade de que os cânceres origi- 
nem-se do epitélio é o índice elevado de substituição das 
células epiteliais (p. ex., em consequência de alguma lesão ou 
infecção), significando que essas células estão em constante 
divisão. Os cânceres originam-se mais comumente dos tecidos 
que apresentam índices altos de mitose, provavelmente porque 
essas células já se encontram em divisão a uma taxa relativa- 
mente alta e porque os impedimentos à divisão celular são 
menores que nos tecidos que não estão em divisão (i. e., na 
fase pós-mitótica). Como as células em divisão precisam repli- 
car seus genomas, um processo que pode ser intrinsecamente 
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uma causa de mutação provocada por erros cometidos pela 
DNA-polimerase, essas células podem ser uma fonte de ins- 
tabilidade genética. 

Os outros tumores malignos originam-se dos tecidos não 
epiteliais existentes em todo o corpo. Os tumores que surgem 
nos vários tipos de tecidos conjuntivos (sarcomas) represen- 
tam 1% dos tumores encontrados nos serviços de oncologia. 
O segundo grupo de tumores de origem não epitelial origina- 
-se dos diversos tipos celulares que constituem os tecidos 
formadores do sangue (i. e., hematopoéticos) e incluem as 
células do sistema imune. Esses tumores (conhecidos como 
cânceres hematopoéticos) incluem as leucemias e os linfo- 
mas, que representam cerca de 17% dos óbitos por câncer. 
O último grupo de tumores não epiteliais origina-se dos 
vários componentes dos sistemas nervosos central (i. e., 
cérebro) e periférico (i. e., medula espinal e tecidos neurais 
que a recobrem) e são conhecidos como tumores neuroecto- 
dérmicos. Esses últimos tumores são responsáveis por cerca 
de 2,5% das mortes por câncer. 

Dependendo do tecido de origem e do estágio de trans- 
formação, os cânceres proliferam lenta ou rapidamente, pro- 
duzem poucas metástases ou mostram comportamento muito 
agressivo; alguns cânceres são relativamente sensíveis ao tra- 
tamento, enquanto outros são refratários e resistem até mesmo 
aos tratamentos mais demorados. Tipicamente, o tratamento 
do câncer envolve intervenção cirúrgica (no caso dos tumores 
sólidos) seguida de fármacos citotóxicos ou radiação, seja 
isoladamente ou em combinações, de modo a destruir as 
células cancerosas e, ao mesmo tempo, preservar o maior 
número possível de células normais (não malignas). Essa 
última consideração geralmente limita as doses de radiação 
ou agentes citotóxicos que podem ser usados na tentativa de 
erradicar o tumor. 


Os agentes mutagênicos, incluindo vírus, 
provocam a transformação celular 


Como mencionado, o câncer resulta mais frequentemente de 
mutações que afetam os genes que controlam as taxas de 
mitose, a apoptose e outras funções celulares. Em termos 
práticos, todos os carcinógenos são mutagênicos, ou seja, 
agentes que provocam mutações dos genes. Desse modo, os 
tecidos que comumente apresentam os níveis mais elevados 
de exposição a carcinógenos também correm o maior risco de 
mutação. Visto que os tecidos epiteliais estão continuamente 
expostos às substâncias que podem conter carcinógenos 
(p. ex., o ar que respiramos, o alimento que ingerimos, os 
líquidos que bebemos, os vírus com os quais entramos em 
contato), as células desses tecidos correm riscos mais altos de 
adquirir mutações que podem resultar em câncer. Contudo, 
em razão dos mecanismos de detecção e reparo dos danos ao 
DNA, bem como dos mecanismos que limitam a capacidade 
de replicação das células anormais (incluindo a simples elimi- 
nação dessas células por apoptose, bem como a indução de 
um estado não replicativo conhecido como senescência), é 
importante salientar que a grande maioria das mutações não 


causa câncer. Entretanto, quando os cânceres surgem, na 
maioria dos casos são encontrados nos tecidos epiteliais 
porque, conforme mencionado, essas estruturas correm o 
risco mais elevado de lesão ou infecção. 

Os vírus também podem causar cânceres por sua inserção 
no genoma das células do hospedeiro. Isso pode resultar em 
câncer por dois mecanismos: primeiro, o genoma viral pode 
ter um gene que permita às células do hospedeiro escapar aos 
controles normais usados para limitar a divisão celular e/ou 
sua sobrevivência; em segundo lugar, o vírus pode incorporar 
seu genoma em uma região situada perto de um gene do 
hospedeiro que regule a proliferação e/ou a apoptose e isto 
pode acarretar a expressão anormal desses genes. 


Mecanismos celulares intrínsecos da 
supressão tumoral 


Como a proliferação descontrolada das células é uma força 
potencialmente destrutiva, existem alguns sistemas celulares 
intrínsecos de “prevenção contra falhas”, que ajudam a limitar 
a probabilidade de transformação celular (Figura 17.3). Esses 
sistemas entram em ação quando sinais anormais são produ- 
zidos dentro das células e, tipicamente, “punem” tais células 
por privação da sua capacidade de dividir-se (transitoriamente 
em alguns casos, ou permanentemente em outros) ou por 
destruição definitiva dessas células. Veremos agora alguns 
desses mecanismos naturais de contenção celular. 


Os fatores de crescimento são essenciais à 
divisão celular 


Um dos limites mais importantes à proliferação é que todas 
as células necessitam tipicamente de sinais enviados por 
outras células (i. e., fatores de crescimento), que permitem 
que a divisão celular ocorra. Desse modo, para que um tumor 
se desenvolva, as células precisam de um suprimento ininter- 
rupto de fatores de crescimento, ou se tornam independentes 
dos sinais emitidos por esses fatores. Caracteristicamente, os 
tumores conseguem isso por meio de mutações que amplifi- 
cam a expressão dos receptores dos fatores de crescimento 
(que pode acarretar ativação constitutiva do receptor), por 
aquisição da capacidade de produzir seus próprios fatores de 
crescimento (i. e., estimulação autócrina), ou por mutação 
das proteínas essenciais à transdução dos sinais que fazem 
parte das cascatas de sinalização. Um bom exemplo dessa 
última situação é a proteína Ras, que é encontrada na forma 
mutante em cerca de 30% dos cânceres humanos. As muta- 
ções da proteína Ras que oferecem aos tumores uma vanta- 
gem proliferativa geralmente são tipicamente mutações com 
ganho funcional, que produzem uma proteína Ras constitu- 
tivamente hiperativa, mimetizando, portanto, o efeito da 
estimulação contínua dos receptores dos fatores de cresci- 
mento. Muitos outros eventos oncogênicos atuam por meca- 
nismos semelhantes, ou seja, evitando a necessidade normal 
de estimulação dos receptores dos fatores de crescimento para 
que ocorra divisão celular. Felizmente, quando esses eventos 
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Figura 17.3 Mecanismos celulares 
intrínsecos da supressão tumoral. 
Normalmente, a mutação ativa 
alguns mecanismos de 
autoproteção que resultam em 
reparo do DNA, parada do ciclo 
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oncogênicos acontecem, frequentemente não resultam na 
proliferação contínua porque os sinais de crescimento exces- 
sivos comumente são percebidos como anormais e provocam 
senescência celular prematura (estado no qual as células 
tornam-se irreversivelmente inativas e não conseguem mais se 
dividir) (Figura 17.3). A senescência prematura induzida 
pelos oncogenes é mediada em parte pela hiper-regulação dos 
inibidores das quinases dependentes das ciclinas, proteínas 
que interferem com as enzimas fundamentais envolvidas na 
coordenação da divisão celular. 


O encurtamento dos telômeros funciona como 
obstáculo à transformação celular 


Todas as células têm um número limitado de divisões celula- 
res que conseguem realizar e este fenômeno foi denominado 
“limite de Hayflick” em homenagem ao cientista que primei- 
ramente o descreveu. Isso se deve aos problemas com a repli- 
cação das extremidades dos cromossomos (conhecidas como 
telômeros), que encurtam progressivamente a cada ciclo de 
divisão celular. O encurtamento dos telômeros não é um 
problema durante um bom número de divisões celulares 
(cerca de 40 a 50, ou mais), porque os telômeros são formados 
por sequências repetitivas de DNA não codificadoras que 
parecem estar localizadas nessas extremidades para proteger 
as regiões codificadoras dos cromossomos. Entretanto, chega 
um ponto em que os telômeros estão tão erodidos que as 
extremidades dos cromossomos começam a fundir-se e, nesse 
momento, as células perdem sua capacidade de dividir-se, 
independentemente de receberem quantidades suficientes de 
fatores de crescimento ou sinais subsequentes. Desse modo, 
diz-se que essas células entraram em senescência prolifera- 
tiva ou alcançaram o limite de Hayflick, e isto funciona como 
obstáculo natural ao desenvolvimento dos tumores 
(Figura 17.3). Quando os tumores conseguem suplantar o 


limite de Hayflick, isso parece ocorrer em consequência da 
reativação da telomerase — uma enzima capaz de reparar as 
extremidades dos telômeros, mas que normalmente não é 
expressa pelas células diferenciadas. 


As proteínas supressoras tumorais monitoram a 
divisão celular 


Os produtos dos genes supressores tumorais (p. ex., p53 e 
pRb) também funcionam como barreira à transformação. 
Esses produtos genéticos estão envolvidos nas redes de sina- 
lização que monitoram a integridade do genoma, assim como 
na confirmação de que os sinais proliferativos certos foram 
recebidos, antes de permitir a iniciação do ciclo celular. 
Quando há algum dano ao DNA ou sinais mitogênicos anor- 
mais, as proteínas supressoras tumorais p53 e pRb podem 
interromper o ciclo celular, que é seguido de reparação do 
DNA e reinício do ciclo, parada irreversível do ciclo celular 
(senescência) ou morte celular por apoptose (Figura 17.3). 

Apesar dos vários obstáculos naturais à transformação, 
que foram descritos antes, os cânceres certamente ocorrem 
quando as células conseguem reestruturar-se de modo a 
suplantar essas medidas de segurança, depois de passar por 
uma série de mutações adquiridas. Entretanto, sem as contra- 
medidas citadas anteriormente, o câncer certamente seria 
muito mais comum do que já é. Por exemplo, os indivíduos 
que nascem com um único alelo P53 mutante (síndrome de 
Li-Fraumeni) têm riscos significativamente maiores de desen- 
volver cânceres ao longo de sua vida, e alguns pacientes desen- 
volvem vários tipos de câncer ao mesmo tempo. Do mesmo 
modo, as mutações hereditárias do gene RB também aumen- 
tam expressivamente as chances de desenvolver determinados 
tumores, tais como retinoblastoma ocular, um câncer que deu 
origem ao nome deste gene (retinoblastoma). 
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O problema do câncer sob a perspectiva 
imunológica 


Muitos tumores parecem escapar às atenções do sistema 
imune, um fato que tem gerado frustrações repetidas a muitos 
imunologistas que ainda nutrem a esperança de que possa 
haver alguma maneira de estimular o sistema imune a entrar 
em ação nesses casos. Primeiramente, precisamos reconhecer 
que os avanços da imunologia abriram caminho para uma 
nova geração de tratamentos antineoplásicos altamente espe- 
cíficos, que envolvem anticorpos monoclonais humanizados 
específicos para determinantes da superfície celular expressos 
em determinados cânceres. Além disso, essas imunoterapias 
passivas são extremamente eficazes em muitos casos e este 
tema está descrito detalhadamente no final deste capítulo. 
Entretanto, é importante dizer que houve progressos modes- 
tos no sentido de se descobrir maneiras de aumentar a potên- 
cia do sistema imune para reconhecer e destruir um tumor, 
do mesmo modo que ele reconhece e repele a maioria dos 
agentes infecciosos. 

Sob vários aspectos, isso não é surpreendente porque os 
cânceres não são agentes infecciosos e, consequentemente, 
não têm os sinais moleculares que normalmente permitem ao 
sistema imune reconhecer que algo está errado. Esse parece 
ser o cerne do problema. Os cânceres não conseguem atrair 
a atenção dedicada do sistema imune, ou produzem condi- 
ções geralmente tolerogênicas ao tumor. Esse estado de tole- 
rancia pode ser passivo ou ser mantido por meio da secreção 
de vários fatores pelo tumor, que mantêm ativamente este 
estado, Vejamos alguns desses aspectos. 


Os cânceres não têm PAMP e possuem poucos 
determinantes estranhos 


A natureza praticamente invisível dos cânceres sob o ponto 
de vista imunológico depende basicamente do fato de que os 
cânceres representam o que é próprio e, consequentemente, 
não têm PAMP que são necessários normalmente para iniciar 
as respostas imunes eficazes. Como os cânceres geralmente 
são iniciados por fatores ambientais (p. ex., agentes que dani- 
ficam o DNA e radiação) e comumente não têm um compo- 
nente infeccioso, eles não conseguem atrair a atenção do 
sistema imune, da mesma maneira como o fazem os micror- 
ganismos que têm PAMP. Como veremos adiante neste capí- 
tulo, a exceção a essa regra geral aplica-se aos cânceres que são 
iniciados por vírus e representam a minoria dos casos. 


A falta de coestimulação pode causar tolerância 
aos antígenos tumorais 


Além do problema da inexistência de determinantes estra- 
nhos, também há o fato de que as células do sistema imune 
adaptativo geralmente não entram nos tecidos, a menos que 
sejam recrutadas pelas células do sistema imune inato em 
consequência das respostas inflamatórias desencadeadas pelos 
PAMP Por essa razão, mesmo que um tumor expresse uma 


ou mais moléculas que normalmente não estão expressas no 
organismo (p. ex., em consequência de uma mutação que 
forma uma nova sequência de aminoácidos), a resposta imune 
adaptativa provavelmente não é desencadeada, a menos que 
esta molécula seja de alguma maneira apresentada ao sistema 
imune adaptativo no contexto da coestimulação apropriada. 
Isso nos leva de volta à questão dos PAMP Relembrando, as 
células dendríticas residentes nos tecidos são imaturas e não 
migram aos linfonodos para apresentar antígenos a menos 
que sejam ativadas por um PAMP ou outra fonte de estimu- 
lação dos receptores de reconhecimento de padrões. Por essa 
razão, um neoantígeno produzido pelo tumor provavelmente 
é ignorado pelo sistema imune, a não ser que seja apresentado 
por uma célula dendrítica madura; caso contrário, há desen- 
volvimento de tolerância a este antígeno (Figura 17.4). Nesse 
último caso, a indução de tolerância ocorre por omissão, mas 
também existem indícios de que os tumores frequentemente 
levem as células dendríticas a tolerar ativamente os antígenos 
estranhos do ambiente por secreção de IL-10 e VEGE além 
dos fatores como o TGFB que suprimem a ativação, a proli- 
feração e a diferenciação das células T (Figura 17.4). Desse 
modo, grande parte do insucesso do sistema imune adapta- 
tivo em combater os tumores pode ser explicada pela apatia 
ou tolerância das células T. 


As respostas inflamatórias podem estimular o 
crescimento do tumor 


Isso não quer dizer que os tumores sejam invisíveis ao sistema 
imune. Na verdade, os tumores geralmente são profusamente 
infiltrados por macrófagos e neutrófilos associados ao tumor, 
mas paradoxalmente essas células geralmente são recrutadas 
ativamente pelo tumor e podem promover sua proliferação e 
progressão. O efeito paradoxal da inflamação no crescimento 
dos tumores geralmente está relacionado com a produção das 
citocinas e quimiocinas inflamatórias (como IL-1, IL-6 e 
IL-8) pelo próprio tumor. Esses mediadores inflamatórios 
podem recrutar os neutrófilos e os macrófagos que, por sua 
vez, produzem citocinas e outros mediadores inflamatórios 
que estimulam a proliferação do tumor e também a formação 
de novos vasos sanguíneos (angiogênese) necessários às células 
em proliferação rápida. Como se isso não bastasse, também 
há evidências crescentes de que as células inflamatórias asso- 
ciadas aos tumores (principalmente macrófagos) possam até 
estimular a malignização e as metástases porque produzem 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, que podem causar 
danos ao DNA e, desse modo, produzir outras mutações. Na 
verdade, a densidade de macrófagos correlaciona-se com 
prognóstico desfavorável em cerca de 80% dos cânceres e, 
hoje em dia, existem amplas evidências de que os tumores 
frequentemente “reeduquem” os macrófagos fornecendo-lhes 
citocinas anti-inflamatórias (como IL-10 e TGFB) para sus- 
tentar em vez de combater o tumor. Desse modo, os tumores 
podem manipular as células do sistema imune para atender 
às próprias necessidades e isto também contribui para a difi- 
culdade de desenvolver imunidade ao tumor. 


Tumor 


e 
Antígenos e 
tumorais @ 
o 


Capítulo 17 | Imunologia dos Tumores 465 


Figura 17.4 A falta de coestimulação das 
células T resulta na tolerância aos 
antígenos tumorais. A tolerância das 
células T aos antígenos tumorais pode 
ocorrer passivamente em razão da 
inexistência de PAMP ou DAMP no 
ambiente do tumor para estimular a 
maturação das células dendríticas e 
coestimulação apropriada; ou ativamente 
em consequência da secreção de fatores 
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Entretanto, a situação não é totalmente desesperadora, 
porque existem casos nos quais as respostas imunes produtivas 
aos tumores parecem conseguir levar à sua erradicação. Além 
disso, quando os tumores mantêm um ambiente proinflama- 
tório para atender às próprias necessidades, pode ser exequível 
atacar estes tumores com anticorpos neutralizantes contra as 
citocinas específicas que estimulam a proliferação do tumor e 
a manutenção do suprimento sanguíneo adequado. Além disso, 
os fármacos anti-inflamatórios existentes também podem ser 
úteis nessas condições. 


Antígenos tumorais e vigilância imune 


Durante muitos anos, os imunologistas sustentaram a hipó- 
tese de que deveria haver maneiras de estimular o sistema 
imune a repelir as células transformadas, algo semelhante ao 
que ocorre quando o sistema imune rejeita os tecidos trans- 
plantados com eficácia notável. A capacidade de rejeitar os 
transplantes de tecidos pode ter suas raízes nos primórdios do 
processo evolutivo — antes mesmo da formação dos vermes 
anelídeos. Muito antes dos estudos sobre a participação do 
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) próprio 
nas respostas imunes, Lewis Thomas sugeriu que o meca- 
nismo de rejeição dos aloenxertos representasse um meio pelo 
qual as células do corpo poderiam ser mantidas sob vigilância 
imune, de modo que as células alteradas com potencial neo- 
plásico poderiam ser identificadas e sumariamente elimina- 
das. Para isso acontecer, as células do câncer precisam 
apresentar alguma estrutura discriminativa nova que possa ser 
reconhecida pelo sistema imune; essas moléculas geralmente 
são conhecidas como antígenos tumorais. 


Para que o sistema imune possa desenvolver uma resposta 
antitumoral eficaz, no mínimo o tumor precisa ter sua presença 
reconhecida expressando moléculas que normalmente não são 
encontradas no organismo ou, por outro lado, não conse- 
guindo expressar uma molécula que geralmente está presente 
nas células normais (Figura 17.5). Um bom exemplo dessa 
última situação são as moléculas do MHC classe I, que são 
exibidas nas superfícies de quase todas as células nucleadas; a 
incapacidade de expressar moléculas do MHC é um dos cri- 
térios usados pelas células NK para selecionar as células-alvo 
que devem ser atacadas (veja a p. 97), e desse modo essas células 
podem desempenhar um papel importante na vigilância imune. 
O antígeno tumoral ideal poderia ser expresso pelas células do 
tumor, mas não pelas células normais, e seria necessário ao 
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Figura 17.5 Alterações da superfície celular associadas aos 
tumores. 
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crescimento ou à manutenção do tumor, evitando assim que o 
tumor perdesse a expressão desse antígeno por seleção imune. 
Outra opção aceitável seria usar como alvos os antígenos que 
são expressos em níveis altos pelo tumor, mas também são 
expressos em quantidades reduzidas pelas células normais (não 
transformadas), dependendo de se o dano potencial aos tecidos 
normais pode ser mantido em uma faixa aceitável. Entretanto, 
poucos antígenos tumorais identificados até hoje preenchem 
esse perfil ideal; a maioria das proteínas do tumor é constituída 
de proteínas ou outras moléculas sem mutações, embora 
expressas anormalmente pelo tumor. Outros antígenos tumo- 
rais são formas mutantes das proteínas que aparecem em razão 
da instabilidade genômica que contribuiu para a formação 
inicial do tumor. Muitos desses últimos antígenos são específi- 
cos do tumor em determinado indivíduo e não são comparti- 
lhados pelos demais, tornando, portanto, difícil escolher 
antígenos potenciais que provavelmente teriam utilidade em 
todos os casos. 


Identificação dos antígenos tumorais 


Algumas estratégias têm sido usadas para identificar os antí- 
genos tumorais. Uma abordagem experimentada e testada 
consiste em imunizar camundongos com células tumorais 
para produzir painéis de anticorpos monoclonais que, em 
seguida, são testados quanto à sua capacidade de discriminar 
entre as células normais e transformadas da mesma linhagem 
celular. Esse tipo de abordagem teve sucesso limitado para 
identificar antígenos tumorais fidedignos, mas frequentemente 
levou à identificação das moléculas da superfície celular que 
estão expressas em quantidades anormais ou têm modifica- 
ções pós-translacionais em determinados tipos de células 
tumorais. 

Um exemplo clássico é o receptor 2 do fator de cresci- 
mento epidérmico humano (HER2, do inglês, human epi- 
dermal growth factor receptor 2), que está expresso em 
quantidades aumentadas em 15% a 20% dos cânceres de 
mama e confere maior agressividade a estes tumores 
(Figura 17.6). O HER2 (também conhecido como Neu) foi 
descoberto originalmente por Robert Weinberg e colaborado- 
res quando utilizavam técnicas de triagem genética para pes- 
quisar oncogenes transformadores. A transfecção do cDNA 
derivado de uma linhagem celular quimicamente transfor- 
mada resultou na identificação do oncogene HER2/Neu, que 
está relacionado com o receptor do fator de crescimento epi- 
dérmico (EGFR). Em seguida, os pesquisadores descobriram 
que o HERZ estava expresso em quantidades aumentadas em 
um subgrupo de cânceres de mama e era importante para a 
manutenção desses tumores, porque a supressão da sua 
expressão nesses casos resultava na cessação da proliferação e 
era seguida de apoptose. Os anticorpos dirigidos contra esse 
receptor são eficazes no tratamento do subgrupo de cânceres 
de mama que expressam quantidades aumentadas de HER2, 
principalmente quando são usados em combinação com os 
quimioterápicos tradicionais como doxorrubicina e paclitaxel. 
A observação de que determinados tumores expressavam 


quantidades anormais de algumas moléculas da superfície 
celular mostrou-se muito útil porque várias dessas moléculas 
formaram o fundamento dos tratamentos baseados em anti- 
corpos monoclonais, que são eficazes contra vários tipos de 
câncer (descritos mais adiante neste capítulo). 

Em uma abordagem semelhante à utilização dos anticor- 
pos como sondas de exploração, os repertórios de fagos Fv de 
cadeia simples também têm sido usados com algum sucesso 
para explorar as superfícies das células tumorais quanto à 
presença de antígenos expressos diferencialmente e também 
de antígenos específicos do tumor. 

Outra abordagem consiste em isolar as células T' reativas 
ao tumor do sangue periférico ou dos tecidos tumorais dos 
pacientes com câncer e utilizar essas células para fazer a 
triagem para células-alvo autólogas transfectadas com genes 
de um repertório de cDNA derivado do tumor (Figura 17.7). 
A expansão das células T em resposta às células transfectadas 
com determinado cDNA identifica a proteína codificada por 
este CDNA como antígeno tumoral em potencial. Uma abor- 
dagem alternativa usa peptídios eluídos das moléculas do 
MHC tumoral para estimular as APC e testar sua capacidade 
de desencadear respostas dos linfócitos reativos ao tumor, Em 
seguida, os peptídios que desencadeiam respostas positivas 
nesses ensaios podem ser identificados por purificação e 
sequenciamento; essa abordagem não é uma técnica simples, 
embora seja exequível. 

Outra estratégia — análise sorológica dos repertórios 
de expressão do cDNA recombinante (SEREX) — utiliza 
antissoro diluído dos pacientes com câncer para realizar a 
triagem dos anticorpos que reagem contra as proteínas expres- 
sas pelos repertórios de cDNA produzidos a partir dos tecidos 
tumorais (Figura 17.8). Essa abordagem baseia-se na suposi- 
ção de que os anticorpos antitumorais indicam as células T 
auxiliares específicas para estes antígenos. Mais de 1.500 pro- 
teínas imunogênicas, todas elas antígenos tumorais em poten- 
cial, foram isoladas por esse método. Desse modo, não há 
escassez de candidatos. Contudo, é importante ressaltar que 
os ensaios de reconhecimento in vitro podem não selecionar 
antígenos tumorais ideais ou válidos; a validação dos antíge- 
nos tumorais em potencial certamente é essencial, porque as 
proteínas consideradas imunogênicas in vitro podem mostrar 
pouca potência in vivo. Apesar desses problemas, é evidente 
que os antígenos tumorais realmente existem e a seguir des- 
creveremos alguns exemplos. 


Antígenos codificados por vírus 


Como mencionado, uma minoria expressiva dos tumores 
(cerca de 10% a 15%) origina-se da infecção por vírus onco- 
gênicos: vírus Epstein-Barr (EBV) nos linfomas, vírus 1 da 
leucemia de células T humano (HTLV-1) na leucemia, papi- 
lomavirus humano (HPV) nos cânceres da cérvice, vírus das 
hepatites B (HBV) e C (HCV) no carcinoma hepatocelular 
e virus associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV). Alguns 
desses virus possuem genes semelhantes aos oncogenes celu- 
lares que codificam fatores que podem suplantar os controles 
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Figura 17.6 A amplificação do 
oncogene HER2/Neu pode 
aumentar a proliferação e a 
progressão da transformação 
maligna. 
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Figura 17.7 Identificação de um gene 
tumoral específico utilizando clones de 
células T citotóxicas (Tc) derivados da 
cultura de linfócitos tumorais mistos. 
Uma biblioteca de cosmídios que 
incorpora o DNA do tumor é transferida a 
uma linhagem celular negativa para o 
antígeno derivado do tumor original por 
imunosseleção com Tc. Pequenas 
quantidades de células transfectadas são 
testadas com o Tc. As células positivas são 
clonadas por diluição limitante e o gene 
tumoral específico (MAGE-1) é clonado a 
partir do(s) reservatório(s) positivo(s) para 
o antígeno. (Baseada em van der Bruggen 
Petal. (1991) Science 254, 1643. Direitos 
autorais O 1991 da AAAS.) O MAGE-1 
original pertence a uma família de 

12 genes. Outros genes específicos do 
melanoma, incluindo MART-1, gp100 e 
tirosinase, também foram descobertos. 
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Figura 17.8 Identificação dos antígenos tumorais por definição sorológica dos antígenos expressos por clonagem 
recombinante (SEREX). Com o método SEREX, o mRNA isolado das biopsias do tumor é usado para construir repertórios de 
expressão do cDNA que, em seguida, são acondicionados dentro do bacteriófago. A seguir, uma lâmina de bactérias é infectada 
com o repertório de fagos sob condições que permitem a expressão das proteínas derivadas do tumor. As réplicas da lâmina 
bacteriana são produzidas utilizando-se membranas de nitrocelulose e, em seguida, essas lâminas são exploradas com antissoros 
diluídos retirados do paciente com câncer. As colônias de bactérias que expressam proteínas derivadas do tumor são detectadas 
pelos anticorpos presentes no soro do paciente e, em seguida, podem ser identificadas por isolamento do fago da colônia relevante 


e pelo sequenciamento do cDNA abrigado dentro desse fago. 


normais que regulam a divisão e a morte celular (apoptose). 
Por essa razão, a expressão desses genes pode levar à transfor- 
mação maligna. Contudo, alguns outros vírus (como o vírus 
da hepatite B) podem aumentar expressivamente (em até 100 
vezes) o risco relativo de desenvolver câncer por um meca- 
nismo que não parece estar relacionado com os efeitos muta- 
gênicos do vírus, mas sim com a inflamação crônica provocada 
pelo vírus. Isso suscita uma questão interessante que veremos 
com alguns detalhes nas seções subsequentes, ou seja, que as 
respostas imunes persistentes podem comumente promover 
em vez de suprimir o desenvolvimento dos tumores. Hoje em 
dia, acumulam-se evidências sugestivas de que as respostas 
inflamatórias crônicas possam funcionar como estímulos 
desencadeantes da transformação maligna — quando a infla- 
mação ocorre depois que o tumor já se estabeleceu — e 
também possam sustentar o crescimento tumoral por meio 
da produção das citocinas inflamatórias. 

Os peptídios derivados dos vírus e combinados com o 
MHC da superfície da célula tumoral comportam-se como 
antígenos de transplante potentes, que estimulam a formação 
de células T citotóxicas (Tc) haplótipo-específicas. Todos os 
tumores induzidos por determinado vírus devem ter o mesmo 
antígeno de superfície, independentemente de sua origem 
celular, de modo que a imunização com qualquer um desses 
tumores poderia conferir resistência à exposição subsequente 
aos outros, contanto que não ocorressem mutações ardilosas 
do vírus (Marco histórico 17.1). Infelizmente, os vírus nem 
sempre são amigáveis. Contudo, o recente desenvolvimento 
de uma vacina eficaz que é altamente protetora contra a 
infecção pelo HPV e o câncer associado (principalmente car- 


cinoma da cérvice das mulheres, bem como verrugas genitais) 
é um bom exemplo do fato de que o sistema imune pode ser 
estimulado a eliminar ao menos alguns tipos de câncer. Esse 
exemplo está descrito com mais detalhes nas seções subse- 
quentes deste capítulo (p. 484). 


Expressão dos genes normalmente silenciados 
A divisão celular descontrolada e desregulada das células do 


câncer produz condições nas quais os produtos dos genes 
normalmente silenciados podem ser expressos. Em alguns 
casos, esses genes codificam antígenos de diferenciação, que 
normalmente estão associados a um estágio mais precoce do 
desenvolvimento da célula. Desse modo, os tumores deriva- 
dos do mesmo tipo celular comumente expressam esses antí- 
genos oncofetais, que também estão presentes nas células 
embrionárias. Alguns exemplos seriam a at-fetoproteína do 
carcinoma hepático e o antígeno carcinoembrionário (CEA) 
do câncer de intestino. Alguns anticorpos monoclonais 
também reagem com os tumores originados da crista neural 
e dos melanócitos fetais. Outro anticorpo monoclonal define 
o antígeno SSEA-1 encontrado em vários tumores humanos 
e nas fases iniciais do desenvolvimento embrionário dos 
camundongos, mas que não está presente nas células adultas, 
com exceção dos granulócitos e dos monócitos humanos. 
Contudo, o salto quântico excitante começou com a obser- 
vação original de que a nucleoproteína viral citosólica poderia 
ser um alvo para as células Tc quando aparecia na superfície 
celular na forma de um peptídio processado e combinado com 
as moléculas do MHC classe I (veja a p. 125). Isso estabeleceu 
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Marco histórico 17.1 Os tumores podem induzir respostas imunes. 


A primeira evidência convincente de que existem antígenos entre camundongos de raça pura sem provocar rejeição) 
tumorais específicos foi fornecida pelo estudo realizado pode gerar progênie mutante com antígenos de 
por Prehn e Main, que demonstraram claramente que os transplante potentes. Consequentemente, esses tumores 
cânceres induzidos quimicamente podem ativar não podiam proliferar nos animais singênicos com sistema 
respostas imunes contra si próprios, mas não contra imune normal; por essa razão, esses tumores foram 
outros tumores produzidos pelo mesmo carcinógeno descritos como variantes tum. A equipe de Boon 
(Figura M17.1.1a). Os tumores induzidos pelos vírus desenvolveu uma tecnologia poderosa (Figura 17.7) que 
oncogênicos são diferentes, porque os peptídios virais lhes possibilitou usar clones de Tc específicos para a 
processados estão presentes nas superfícies de todas as variante tum e realizar a triagem dos clones de cosmídios 
células neoplásicas que abrigam o genoma viral, de modo para o gene mutante. Esses dois avanços — o 
que as células Tc desenvolvidas contra um tumor têm reconhecimento de que a mutação dos tumores pode 
reatividade cruzada com todos os outros produzidos pelo gerar reações de transplante vigorosas e o 
mesmo vírus (Figura M17.1.1b). desenvolvimento da técnica para identificar os antígenos 
Avanços notáveis foram conseguidos por Boon e relevantes por meio de células Tc — prenunciaram 
colaboradores. Primeiramente, esses pesquisadores avanços realmente extraordinários na imunologia dos 
demonstraram que a mutagênese randômica dos tumores tumores, que passou a ocupar uma posição de destaque 
transplantáveis (i. e., tumores que podem ser transferidos como foco essencial das pesquisas sobre câncer. 
7 Carcinógeno químico (metilcolantreno-mca) Dá Vírus oncogênico (SV40 e polioma) 
MCA MCA svao sv40 Polioma 
Tumor Tumor Puto Tumor Tumor Amer 
Y MCA- Y MCA- SV40-2 Y polioma 
y Y | Exiséo do end atos 
O U p a titres células tumorais 
| Injeção em 
+ t nee WW 7, RANA SANW IZ, canner’. 
do MCA-1 SA. A A. SV40-1 inativado © 
¥ v v v v 
Crescimento Crescimento do 
DD PMB Cm PD PD DB | Tira 
NÃO SIM NÃO NÃO SIM 


Figura M17.1.1 Especificidade da imunidade induzida pelos tumores. (a) Um tumor MCA-1 induzido quimicamente pode 
causar resistência a um implante do próprio tumor, mas não a um tumor produzido em um camundongo singênico pelo 
mesmo carcinógeno. Desse modo, cada tumor tem um antígeno específico que, hoje em dia, parece ser uma proteína 
endógena mutante processada e combinada com uma proteína do choque térmico. Estudos mais recentes sugeriram que, 
se os animais imunizados fossem expostos a números muito menores de células tumorais, poderia ser observado um grau 
mais intenso de reatividade cruzada entre os tumores; esta reatividade foi atribuída a um antígeno oncofetal de 44 kDa, 
possivelmente uma versão imatura de uma proteína do receptor de laminina. (b) Os tumores produzidos por determinado 
vírus oncogênico imunizam contra tumores produzidos nos camundongos singênicos pelo mesmo vírus, mas não por outros. 
Desse modo, os tumores produzidos por um vírus oncogênico compartilham do mesmo antígeno. 
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o princípio geral de que as proteínas intracelulares, que não 
estão destinadas a aparecer na superfície da membrana plasmá- 
tica, também podem sinalizar sua presença às células T do meio 
extracelular por um mecanismo de combinação do peptídio 
processado com o MHC. As células T citotóxicas específicas 
para as células tumorais, quando são obtidas de culturas mistas 
de células do sangue periférico e células do tumor, podem ser 
usadas para identificar o antígeno com base na estratégia des- 
crita na Figura 17.7. Por meio de um estudo primoroso, pes- 
quisadores conseguiram identificar um gene que codifica um 
antígeno do melanoma (MAGE-1). Esse gene pertence a uma 
família de 12 genes, dos quais seis estão expressos em uma 
porcentagem significativa dos melanomas e dos carcinomas da 
cabeça e do pescoço, dos cânceres pulmonares de células não 
pequenas e dos carcinomas da bexiga. O MAGE-1 não é 
expresso pelos tecidos normais, exceto as células da linhagem 
germinativa dos testículos, e origina os epítopos antigênicos dos 
linfócitos T que, em vista da inexistência de moléculas do 
MHC classe I nas células testiculares, devem ser considerados 
específicos do tumor. Essa pesquisa excitante demonstrou o 
antígeno tumoral específico como expressão de um gene nor- 
malmente silenciado. 


Antígenos mutantes 


Os estudos originais sobre os mutantes tum (Marco histó- 
rico 17.1) convenceram-nos de que mutações pontuais iso- 
ladas dos oncogenes podem explicar a grande diversidade de 


Estresse celular 


antígenos encontrados nos tumores induzidos por carcinó- 
genos. A imunidade específica desencadeada pelos tumores 
induzidos quimicamente pode ser causada pela proteína 
70 do choque térmico (hsp70) e pela hsp90 isolada das 
células tumorais, mas sua imunogenicidade é pequena 
quando os peptídios de baixo peso molecular associados são 
removidos. Entretanto, esses peptídios poderiam estimular 
os clones de células T citotóxicas (CD8*) específicos produ- 
zidos pelos tumores e três mecanismos potenciais foram 
sugeridos para explicar a potencialização das respostas 
imunes antitumorais pelas hsps. Primeiramente, essas pro- 
teínas podem atuar como sinais de “perigo” quando ativam 
as células apresentadoras de antígenos. Em segundo lugar, 
as células tumorais necróticas que expressam hsps podem 
transferir os complexos hsp-peptídio às células apresentado- 
ras de antígeno do hospedeiro, onde podem ativar também 
as células T CD8 citotóxicas por meio da via de apresenta- 
ção endógena pelo MHC classe I. Por fim, as hsps podem 
afetar a capacidade de as próprias células tumorais proces- 
sarem e apresentarem antígenos mutantes endógenos e, evi- 
dentemente, também os antígenos “silenciosos” às células T 
específicas (Figura 17.9). 

Existem evidências significativas de que haja produção de 
peptídios mutantes nos tumores humanos. O gene que codi- 
fica a proteína de controle do ciclo celular (p53) é um foco 
potencial de mutações em vários cânceres. As formas mutan- 
tes do p53, que são encontradas comumente nos tumores, 
representam mutantes com perda funcional que não conse- 
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Figura 17.9 A função das proteínas do choque térmico (hsps) na imunogenicidade tumoral. (1) Os fatores de estresse 
hiper-regulam as hsps, que podem formar complexos com o antígeno (Ag) tumoral processado e ampliar a apresentação na 
superfície do peptídio antigênico pelas moléculas do MHC classe |. (2) Esses fatores também podem causar necrose e liberação 
dos complexos hsp-peptídio, que (3) podem atuar como sinais estimuladores de perigo para as células apresentadoras de 
antígenos (células dendríticas) e (4) entrar no citoplasma, onde podem participar da via de processamento das moléculas do MHC 
classe | por meio da chamada sensibilização cruzada. (5) As células T CD8 em repouso são ativadas e (6) destroem as células 
tumorais. CTL, linfócitos T citotóxicos. (Baseada em Wells A.D. & Malkowsky M. (2000) Immunology Today, 21, 129.) 


guem sustar a divisão das células que sofreram danos ao 
DNA; normalmente, esses danos resultariam no bloqueio do 
ciclo celular ou na apoptose da célula afetada. Os genes onco- 
gênicos humanos ras diferem dos seus correspondentes 
normais por mutações pontuais, que geralmente resultam em 
substituição de um único aminoácido nas posições 12, 13 ou 
61. Tais mutações produzem as formas constitutivamente 
ativas do Ras, que aumentam as taxas de divisão celular por 
ativação da via MAPK (veja a p. 219) e foram detectadas em 
40% dos cânceres colorretais humanos e em mais de 90% dos 
carcinomas pancreáticos, assim como em outras neoplasias 
malignas. O peptídio ras mutante pode induzir as linhagens 
de células T proliferativas in vitro. 


Alterações na estrutura dos carboidratos 


O controle interno caótico do metabolismo das células neo- 
plásicas frequentemente resulta na exposição de estruturas 
anormais de carboidratos na superfície celular. Em alguns 
casos, observa-se bloqueio da síntese (p. ex., deleção do grupo 
sanguíneo A). Em outros casos, pode ocorrer aumento da 
síntese de estruturas ausentes nas células progenitoras: alguns 
cânceres gastrintestinais expressam o antígeno Le* de Lewis 
nos indivíduos Le(ab”) e outros produzem cadeias ampliadas 
que incluem o Le* dimérico ou o Le(a,b). 

A síntese anormal das mucinas pode ter consequências 
imunológicas. Vejamos as mucinas dos tecidos pancreáticos e 
mamários. Essas moléculas consistem em um núcleo polipep- 
tídico com repetições laterais de 20 aminoácidos e cadeias de 
carboidratos O-ligadas realmente abundantes. Um anticorpo 
monoclonal SM-3 dirigido contra o polipeptídio central não 
reage bem com os tecidos normais quando o epítopo está 
obscurecido por glicosilação, mas reage fortemente com os 
carcinomas de pâncreas e mama que têm cadeias O-ligadas 
menos numerosas e mais curtas. As células Tc contra mucinas 
tumorais não se limitam ao MHC, e alguns autores sugeriram 
a hipótese ligeiramente herética de que os receptores da célula 
T (TCR) estejam ligados polivalentemente aos epítopos 
SM-3 distanciados por intervalos curtos nas mucinas não 
processadas; como alternativa e mais de acordo com a linha 
de pensamento predominante, o reconhecimento ocorreria 
pelas células yô. 


Moléculas associadas ao potencial metastático 
As alterações dos carboidratos da superfície celular podem 


produzir um efeito dramático nas neoplasias malignas. Por 
exemplo, os cânceres de intestino grosso que expressam sialil 
Le têm prognóstico desfavorável e maior propensão a produ- 
zir metástases. Os pacientes com câncer de pulmão com 
deleção do grupo sanguíneo A tinham prognósticos muito 
mais desfavoráveis que os indivíduos que continuavam a 
expressar este grupo sanguíneo; a observação de que os 
pacientes que expressavam H/le'/le também tinham prog- 
nósticos mais sombrios que os indivíduos negativos para estes 
antígenos é compatível com essa constatação. 
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Com base em sua interação com o endotélio vascular, a 
função do CD44 (HERMES/Pgp-1) na circulação celular 
confere-lhe certa proeminência na facilitação da disseminação 
metastática. Existem várias isoformas de CD44 com quanti- 
dades variáveis de éxons entre a região transmembrana e a 
região N-terminal comum. O epitélio normal expressa a iso- 
forma CD44H com domínios de ligação do hialurano, mas 
não contém os éxons intervenientes vl-v10; a expressão de 
alguns desses éxons pelas células tumorais indica uma vanta- 
gem proliferativa, porque eles são mais frequentes nos cânce- 
res mais avançados. A transfecção estável de um tumor não 
metastático por um clone com cDNA do CD44 (que inclua 
os éxons v6 e v7) conferiu a capacidade de formar tumores 
metastáticos — um efeito muito importante. Além disso, a 
injeção de um anti-CD44 v6 monoclonal impediu a forma- 
ção de metástases nos linfonodos. Recentemente, pesquisado- 
res demonstraram que os éxons v6 e v10 ligam-se ao grupo 
sanguíneo H e ao 4-sulfato de condroitina, respectivamente, 
e a hipótese mais recente é de que estes carboidratos possam 
ligar-se ao CD44H do endotélio e, desse modo, estabelecer 
ligações homotípicas entre si de modo a produzir um nicho 
metastático. 

As alterações da expressão das moléculas do MHC classe 
I são observadas com muita frequência. Por exemplo, a trans- 
formação oncogênica das células infectadas pelo adenovírus 
12 está associada à redução expressiva das moléculas da classe 
I em consequência dos níveis muito baixos de mRNA da 
TAP-1 e da TAP-2. As mutações frequentemente diminuem 
ou suprimem a expressão das moléculas da classe I, na maioria 
dos casos associada ao potencial metastático, provavelmente 
refletindo a diminuição da suscetibilidade às células T, mas 
não às células NK. Por exemplo, no câncer de mama cerca de 
60% dos tumores metastáticos não expressam moléculas da 
classe I. 


Respostas imunes espontâneas 
aos tumores 


Vigilância imune contra tumores fortemente 
imunogênicos 


Quando estão presentes, muitos dos antígenos descritos na 
seção precedente podem desencadear respostas imunes nos 
animais de laboratório, que resultam na resistência contra o 
crescimento do tumor, mas variam enormemente quanto à sua 
eficiência. Os antígenos potentes associados aos tumores indu- 
zidos pelos vírus oncogênicos ou pela luz ultravioleta causam 
resistência vigorosa, enquanto os antígenos do transplante pre- 
sentes nos tumores induzidos quimicamente (Marco histórico 
17.1) são mais fracos e até certo ponto variáveis; infelizmente, 
os tumores que se desenvolvem espontaneamente nos animais 
produzem pouca ou nenhuma resposta. A teoria da vigilância 
imune sugere que deveriam ocorrer mais tumores nos pacientes 
com sistemas imunes adaptativos suprimidos. Isso certamente 
se aplica aos tumores fortemente imunogênicos. Há aumento 
expressivo dos cânceres de pele nos pacientes imunossuprimi- 
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dos que vivem nas regiões ensolaradas do norte de Brisbane e, 
em geral, os receptores de transplante que fazem tratamento 
imunossupressor certamente são suscetíveis aos tumores cuta- 
neos, principalmente associados ao papilomavírus humano e 
aos linfomas positivos para o EBV. Os linfomas de Burkitt 
associados ao EBV surgem com frequência extraordinária nas 
regiões endêmicas de malária, que reconhecidamente compro- 
mete a eficácia do sistema imune. Do mesmo modo, os linfo- 
mas que se desenvolvem nas crianças com deficiência de células 
T associada à síndrome de Wiskott-Aldrich ou à síndrome de 
ataxia-telangiectasia expressam genes EBV; esses pacientes 
mostram expressão incomumente restrita de proteínas latentes 
do EBV, que são os principais epítopos-alvo potenciais do 
reconhecimento imune, enquanto as moléculas de adesão 
celular (como a molécula 1 de adesão intercelular [ICAM-1] e 
a molécula 3 associada à função dos linfócitos [LFA-3], que 
medeiam a formação de conjugados com as células Tc, não 
podem ser detectadas em sua superfície (Figura 17.10). Como 
a maioria dos indivíduos normais tem células Tc altamente 
eficientes e específicas para o EBV, isto sugere que apenas as 
células do linfoma que têm hiporregulação das moléculas apro- 
priadas da superficie celular possam escapar à vigilância imune 
das células T, ainda que seja limitada nesses pacientes. 

Apesar desses exemplos, é importante reconhecer que a 
incidência dos tumores espontâneos dos camundongos que 
não têm linfócitos B e T não é expressivamente maior que a 
dos animais com sistemas imunes preservados; o mesmo pro- 
vavelmente se aplica aos seres humanos imunossuprimidos. 
Essas observações enfraquecem os argumentos de que as res- 
postas imunes adaptativas teriam um papel significativo a 
desempenhar na profilaxia do câncer. No entanto, embora as 
respostas imunes adaptativas normais possam não ser sufi- 
cientes para evitar o desenvolvimento de muitos tumores, isto 
não significa necessariamente que o sistema imune não possa 
ser manipulado para desenvolver uma resposta eficaz. 


A imunidade inata tem alguma função? 


Recentemente, tem havido interesse incomum pelas células 
natural killer (NK). Em geral, aceita-se que essas células 
desempenhem uma função importante como mecanismo 
efetor celular inicial contra a disseminação das metástases 
hematogênicas. Vejamos as evidências. Os pacientes com 
doença metastática avançada geralmente têm atividade anormal 
das células NK e os níveis baixos de atividade parecem prever 
a ocorrência subsequente de metástases. Nos animais de labo- 
ratório, a remoção das células NK dos camundongos com 
melanoma B16 extirpado cirurgicamente resultou em doença 
metastática descontrolada e morte. A intoxicação aguda dos 
ratos por etanol aumentou em 10 vezes o número de metástases 
de um tumor sensível às células NK, mas não produziu qual- 
quer efeito em um câncer resistente a estas células, sugerindo 
uma possível causa subjacente para a associação entre alcoo- 
lismo, doença infecciosa e neoplasias malignas. (Quem aprecia 
a ingestão moderada de álcool não precisa se preocupar exage- 
radamente — que seja confortado pelo efeito benéfico nas 
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Figura 17.10 Mecanismos de evasão do tumor. 


doenças cardíacas, mas por favor, sem excessos!) Uma evidência 
convincente implicando essas células na proteção contra o 
câncer foi obtida nos camundongos beges, que congenitamente 
não possuem células NK. Esses animais morrem com tumores 
espontâneos em uma idade mais precoce que seus correspon- 
dentes +/bg sem deficiência, e a incidência de leucemia indu- 
zida pela radiação diminui com a injeção prévia de células NK 
isogênicas clonadas, que poderiam ser células pré-leucêmicas 
supressoras. Entretanto, é importante salientar que os tumores 
induzidos quimicamente ou pelo vírus da leucemia murina 
foram controlados normalmente. 

As células NK em repouso têm atividade citolítica esponta- 
nea contra alguns alvos tumorais, embora isto não se aplique a 
todos; as células ativadas pela IL-2 e, possivelmente, pela IL-12 
e IL-18 demonstram letalidade mais intensa. Como descrito no 
Capítulo 4, o reconhecimento das estruturas da superficie da 
célula-alvo envolve vários receptores ativadores e inibidores, mas 
é importante enfatizar novamente que o reconhecimento das 
moléculas da classe I emite um sinal inativador negativo às 
células NK. Por outro lado, isso significa que a hiporregulação 
das moléculas do MHC classe I, que os tumores utilizam como 
estratégia para fugir à ação das células Tc (Figura 17.10), tornaria 
esses cânceres mais suscetíveis ao ataque das células NK. As 
células tumorais podem voltar à carga expressando o CD99 (que 
hiporregula o CD16 das células NK) e o inibidor do crescimento 
RCAS1 (antígeno tumoral de ligação ao receptor expresso nas 
células SiSo), que induzem a apoptose das células NK e das 
células Tc (Figura 17.10). Ainda não está claro se o FasL da 
superficie celular, que pode repelir o ataque pelas células T cito- 
líticas Fas-positivas, também é eficaz contra as células NK, mas 
a resistência relativa das células tumorais à apoptose deve conferir 
proteção inata. 

Aos poucos, surgem indícios de que existem subdivisões 
nas populações de células NK. As células NK, que surpreen- 
dentemente constituem até 50% dos linfócitos humanos 
associados ao fígado, têm níveis mais altos de expressão do 
receptor da IL-2 e de moléculas de adesão como as integrinas, 
quando comparadas com as células NK do sangue periférico. 
Essas células são precursoras de uma subpopulação de células 


NK aderentes ativadas (A-NK), que aderem rapidamente às 
superfícies sólidas sob a influência da IL-2 e são diferenciadas 
dos seus correspondentes não aderentes por sua superioridade 
para penetrar nos tumores sólidos e prolongar a sobrevida 
depois da transferência adotiva da IL-2 nos modelos animais 
de crescimento ou metástase tumoral. A variante NK não 
aderente está mais capacitada para destruir as células tumorais 
recobertas por anticorpos por meio da citotoxicidade celular 
dependente de anticorpo (ADCC) mediada por seu receptor 
FeyRIII CD16. 

Por favor, sejam amigáveis com suas células NK. Na 
verdade, as noites mal dormidas que acarretam redução 
expressiva do sono de ondas lentas causam reduções drásticas 
das células NK e dos níveis da IL-2, muito mais que olhos 
vermelhos. 


Mecanismos de evasão do tumor 


As observações de que os tumores utilizam várias estratégias 
para evitar e manipular o sistema imune constituem evidên- 
cias confirmatérias inequívocas da participação deste sistema 
na vigilância para evitar o desenvolvimento das células trans- 
formadas. Na verdade, pode-se dizer que os tumores estão 
efetivamente equipados com vários mecanismos de evasão 
imunológica (Figura 17.10) e, desse modo, assemelham-se 
às infecções bem-sucedidas. Nas seções anteriores, referimo- 
-nos ao fato de que a hiporregulação das moléculas do MHC 
classe I torna o tumor um alvo menos atraente para as células 
T citotóxicas e esta é uma das estratégias preferidas. Essa 
característica é comum com as metástases do câncer de mama, 
mas também se aplica ao carcinoma da cérvice, no qual, sob 
o ponto de vista prognóstico, a perda do HLA-B44 nas lesões 
pré-malignas indica progressão tumoral. Em vez de suprimi- 
rem a expressão de todas as moléculas da classe I e arriscarem- 
-se a atrair a atenção das células NK, os tumores podem 
perder apenas a expressão dos alelos da classe I capazes de 
apresentar peptídios antigênicos às células T. 


A imunoedição elimina as células imunogênicas 


Como assinalamos nas seções anteriores deste capítulo, muitos 
tumores também não são especialmente imunogênicos de 
início, possivelmente porque os tumores fortemente imunogê- 
nicos poderiam ser facilmente eliminados e não conseguiriam 
desenvolver-se até o ponto de tornarem-se clinicamente signi- 
ficativos. Desse modo, o sistema imune pode exercer uma 
pressão seletiva darwiniana sobre as mutações que causam 
câncer e que, em grande parte, são imunologicamente silencio- 
sas: um processo conhecido como imunoedição. Mutações 
pontuais sutis dos oncogenes como o RAS, que produzem 
efeitos notáveis na função dos produtos proteicos destes genes 
e contribuem para a transformação neoplásica, podem não 
conseguir copiar completamente quaisquer epítopos novos que 
poderiam resultar no ataque imune. Do mesmo modo, a perda 
completa da expressão dos genes supressores tumorais impor- 
tantes (p. ex., P53 ou RB) em consequência de mutações sem 
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sentido (nonsense) também poderia levar à incapacidade com- 
pleta de formar novos epítopos. 


Desenvolvimento de tolerância aos antígenos 
tumorais devido à ausência de coestimulação 


Quando ocorre, a perda dos epitopos antigênicos do tumor 
constitui outro mecanismo de evasão, e as mutações de um 
vírus oncogênico podem aumentar intrinsecamente o poten- 
cial tumorigênico. Desse modo, a associação frequente de 
uma variante de alto risco do papilomavírus humano aos 
tumores da cérvice das mulheres HLA-B7 é atribuída à perda 
de um epítopo da célula T que, de outro modo, poderia 
desencadear uma resposta citolítica protetora mediada pelo 
B7. Como ressaltado, também há comprovação crescente de 
que os tumores possam formar um microambiente no qual a 
tolerização ativa dos linfócitos que os infiltram ocorre por 
incapacidade de as células dendríticas expressarem moléculas 
coestimuladoras apropriadas. Vale lembrar que as células den- 
dríticas que apresentam antígenos na ausência de coestimu- 
lação apropriada (na forma de ligantes do CD28) tornam as 
células T anérgicas (Figura 17.4). Embora já tenhamos men- 
cionado nas seções anteriores deste capítulo, é importante 
ressaltar aqui que uma das razões pelas quais as células den- 
dríticas localizadas nas proximidades dos tumores não conse- 
guem ser ativadas pode ser a inexistência de PAMP ou DAMP, 
que são capazes de hiper-regular as moléculas coestimuladoras 
das células dendríticas que encontram estes sinais (Figura 17.4). 
Também já ressaltamos que as células dendríticas não se 
encontram em um estado de ativação perpétua e não 
podem fornecer a coestimulação apropriada, a menos que 
encontrem moléculas necessárias que possuam propriedades 
ativadoras das células dendríticas. No contexto de uma infec- 
ção, as moléculas ativadoras das células dendríticas (ligantes 
do receptor Toll-like) são originadas do agente infeccioso e, 
em geral, são estruturas compartilhadas por muitos patóge- 
nos, mas não encontradas no hospedeiro. Contudo, os 
tumores que emitem sinais de perigo endógenos (DAMP) 
podem não conseguir suscitar a tolerância das células dendri- 
ticas e tornam-se alvos do ataque imune eficaz, que pode 
resultar na rejeição do tumor ou na sua persistência por 
seleção de mutantes capazes de fugir do sistema imune 
(Figura 17.11). Por outro lado, os tumores que não conse- 
guem liberar DAMP podem ser simplesmente considerados 
como estruturas próprias e não conseguem desencadear res- 
postas imunes significativas. 

Também existem outras razões para explicar porque o 
sistema imune pode tornar-se tolerante a um tumor. Por 
exemplo, alguns tumores sólidos secretam grandes quantida- 
des de fatores angiogênicos como o fator de crescimento da 
célula endotelial vascular (VEGF), que estimula a formação 
de novos vasos sanguíneos necessários ao tumor. Também 
existem evidências sugerindo que o VEGF possa suprimir a 
maturação das células dendríticas e que estas células imaturas 
ou parcialmente diferenciadas possam ser tolerantes aos antí- 
genos que encontram nas proximidades do tumor. 
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(b) Células dendríticas em repouso 


Figura 17.11 Os sinais de perigo podem determinar se as células dendríticas ativam as respostas das células T ou induzem 
tolerância aos tumores. Em geral, os tumores em crescimento dispersam materiais originados das células em processo de 
destruição ou já mortas e estes restos são fagocitados pelas células dendríticas locais, que os transportam para os linfonodos 
locais onde são apresentados às células T. (a) Quando o tumor dispersa moléculas (“sinais de perigo”) capazes de ativar as células 
dendríticas, sua maturação ocorre e estas células são capazes de desencadear respostas imunes vigorosas pelas células T 
apropriadas. Em seguida, esses tumores podem tornar-se vulneráveis ao ataque imune das células T ativadas, resultando na 
rejeição ou na “imunoedição” do tumor de modo a eliminar apenas as células que apresentam o antígeno que desencadeou a 
resposta. (b) Na ausência dos sinais que ativam as células dendríticas, as células em repouso que encontram o material originado 
do tumor não conseguem ser ativadas e todas as células T que encontram subsequentemente podem ficar tolerantes aos antígenos 
tumorais apresentados por estas células dendríticas. (Baseada em Melief J.M. (2005) Nature 437, 41.) 


Mecanismos de contra-ataque do tumor 


Os tumores também podem reduzir sua vulnerabilidade ao 
ataque das células T citotóxicas expressando o FasL na super- 
fície (veja a p. 256) e uma molécula inibitória do crescimento 
(RCAS1), que reagem com as células T que possuem seus 
receptores correspondentes e interrompem sua circulação. 
Como mencionamos nas seções anteriores, os tumores 
também comumente secretam outros fatores imunossupres- 
sores como TGF e IL10 (Figura 17.4). Tais fatores podem 
ajudar a delimitar as respostas imunes iniciais induzindo as 
populações de células T supressoras ou reguladoras que 
inibem as respostas ao tumor. As células T' reguladoras natu- 
rais (Treg), que normalmente protegem contra o desenvolvi- 
mento da autoimunidade, também podem dificultar as 
respostas vigorosas dos linfócitos T contra os tumores. 
Também é importante salientar que as anormalidades inter- 
nas dos processos de morte celular, que facilitaram o estabe- 
lecimento do tumor nos estágios iniciais, também podem 
tornar essas células resistentes aos melhores esforços para sua 
erradicação pelas células T citotóxicas e pelas células NK. A 
própria existência desses mecanismos “houndinianos” favo- 
rece a hipótese de que o sistema imune adaptativo desempe- 
nhe um papel significativo na supressão do crescimento 


tumoral e assinala a possibilidade de que possam ser aprovei- 
tados clinicamente. 

Os cânceres que expressam neoantígenos de baixa imuno- 
genicidade não conseguem proliferar quando os pacientes são 
radicalmente imunossuprimidos, e embora as respostas das 
células T geralmente possam ser reforçadas pelos linfócitos que 
infiltram o tumor ou as contagens relativamente altas de células 
T CD8 específicas para o tumor possam ser detectadas no 
sangue periférico pela técnica do tetrâmero de peptídio-HLA, 
estas células podem ser funcionalmente deficientes, talvez em 
consequência da supressão pela IL-10 e TGFP locais. As muta- 
ções da proteína p53 e sua expressão exagerada são alterações 
muito comuns no câncer humano e, em geral, estão associadas 
à produção de anticorpos; contudo, embora possa ter alguma 
utilidade diagnóstica, é pouco provável que a p53 traga algum 
benefício ao paciente, tendo em vista que a hipótese atual é de 
que as respostas celulares sejam cruciais ao ataque contra os 
antígenos internos expressos pelos tumores sólidos. Embora 
com relutância, é preciso aceitar a hipótese de que, com os 
tumores de baixa imunogenicidade, estamos lidando com 
reações pouco fundamentais que certamente desempenham um 
papel secundário no controle do processo neoplásico. Isso não 
quer dizer que esses antígenos “fracos” não podem ser explora- 


dos com finalidades terapêuticas, conforme veremos adiante. 


As respostas imunes podem aumentar 
paradoxalmente o crescimento tumoral 


Embora tenhamos a tendéncia a pensar nas respostas imunes 
unicamente em termos destrutivos — provavelmente com 
razão, quando consideramos que grande parte das fases ini- 
ciais de uma resposta imune está dedicada a detectar e eli- 
minar elementos estranhos — uma função significativa e 
comumente desconsiderada do sistema imune é recuperar a 
integridade normal dos tecidos depois de a infecção regredir 
por meio da estimulação da cicatrização das feridas. Com 
essa finalidade, os macrófagos e outras células imunes inatas 
secretam fatores de crescimento e outros mediadores que 
podem estimular a proliferação dos tecidos e do endotélio 
local de modo a substituir as células que foram destruídas 
nos estágios iniciais da infecção. Hoje em dia, existem 
muitas evidências de que os tumores, por meio do recruta- 
mento e da “reeducação” das células inflamatórias no sentido 
de um fenótipo mais propício à cicatrização das feridas, 
podem aproveitar-se das propriedades estimuladoras do 
crescimento dessas células para subverter as atividades do 
sistema imune inato. 

Por exemplo, a produção do TNFa no microambiente do 
tumor pode estimular as células tumorais que abrigam recep- 
tores para TNE resultando na ativação do fator de transcrição 
NF«B, que pode ter duas consequências. Por um lado, o NFkB 
pode facilitar a expressão de outras citocinas como IL-1 e IL-6, 
que podem produzir efeitos autócrinos de promoção do cres- 
cimento do tumor. Por outro lado, a ativação do NFkB também 
pode resultar na expressão de várias moléculas inibitórias da 
apoptose dentro do tumor, que podem tornar as células mais 
resistentes à morte. De qualquer maneira, o tumor é benefi- 
ciado pelos efeitos combinados da exposição ao TNFa. Nesses 
casos, o tratamento com anticorpos neutralizantes anti-TNF 
pode trazer benefícios terapêuticos. Do mesmo modo, os ini- 
bidores do NFkB também estão em processo de avaliação 
como agentes quimioterápicos potenciais. 


A infecção e a inflamação podem 
facilitar a formação, o desenvolvimento 
e a progressão dos tumores 


Apesar dos mecanismos de evasão tumoral descritos detalha- 
damente na seção anterior, hoje em dia existem evidências 
significativas de que a infecção e suas consequências — a 
resposta inflamatória — possam promover o desenvolvimento 
ea progressão dos tumores. Os estudos que demonstraram 
que as infecções pós-operatórias dos pacientes com câncer 
frequentemente resultavam no crescimento rápido das metás- 
tases que antes estavam inativas (i. e., tumores secundários) 
depois da ressecção cirúrgica da massa tumoral primária for- 
neceram as primeiras evidências da participação da infecção 
como fator capaz de influenciar o crescimento dos tumores. 
Em seguida, essas observações foram confirmadas pelo trata- 
mento com LPS de camundongos portadores de tumores, que 
demonstrou que isto aumentava expressivamente o cresci- 
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mento dos tumores e também facilitava o desenvolvimento 
das metástases. Hoje em dia, está bem demonstrado que a 
infecção e a inflamação crônicas estão entre os fatores 
epigenéticos e ambientais mais importantes, que podem 
influenciar a formação e a progressão de determinados 
tumores. Por exemplo, há uma associação significativa entre 
o abuso crônico de álcool — que causa inflamação do fígado 
e dos tecidos pancreáticos — e cânceres desses órgãos. Do 
mesmo modo, a doença intestinal inflamatória está associada 
ao aumento do risco de desenvolver câncer de intestino 
grosso; a hepatite viral crônica está associada ao câncer de 
fígado; a infecção por Helicobacter pylori está associada ao 
câncer de estômago; a exposição ao asbesto e à sílica está 
associada à inflamação pulmonar persistente e ao câncer de 
pulmão. 


A expressão do TLR pelos tumores pode 
facilitar seu crescimento e sua sobrevivência 


Nas seções anteriores, já nos referimos à função dos recep- 
tores Toll-like e seu papel importante na imunidade, princi- 
palmente nos estágios iniciais da resposta imune (veja o 
Capítulo 1). Os TLR são expressos predominantemente 
pelas células do sistema imune inato, tais como macrófagos, 
células dendríticas, mastócitos e células NK, embora os lin- 
fócitos B e as células endoteliais também utilizem esses 
receptores em várias situações. A estimulação do TLR pelos 
padrões moleculares derivados dos patógenos pode resultar 
na secreção de várias citocinas e no recrutamento das células 
inflamatórias, incluindo neutrófilos e mais macrófagos ori- 
ginados dos monócitos precursores. Entretanto, evidências 
recentes também sugerem que os tumores possam aprovei- 
tar-se dos efeitos positivos da estimulação do TLR para 
promover seu crescimento e sua sobrevivência. Estudos 
demonstraram que vários tipos de células tumorais expres- 
sam TLR, e acumulam-se evidências sugestivas de que a 
estimulação destes receptores das células tumorais possa 
facilitar a proliferação e a sobrevivência do tumor por sina- 
lização autócrina. Isso é atribuído ao fato de que a ativação 
do TLR é um estímulo ativador potente do NFKB (veja a 
Figura 1.7). A ativação do NF«B pode ajudar o tumor por 
meio de duas maneiras. Primeiramente, por hiper-regulação 
da expressão dos produtos dos genes antiapoptóticos 
(incluindo os membros da família Bcl-2), essa ativação pode 
tornar o tumor mais resistente à privação de oxigênio e 
nutrientes, o que frequentemente ocorre no ambiente do 
tumor. Em segundo lugar, por estimular a produção das 
citocinas como IL-1 e Il-6, que podem ter efeitos mitogê- 
nicos em determinados tipos celulares, os tumores podem 
produzir seus próprios fatores de promoção do crescimento. 
Consequentemente, a presença de fatores microbianos 
(como fonte de ligantes do TLR) pode ter efeitos benéficos 
positivos sobre os tumores que expressam TLR, e este é 
apenas um dos mecanismos pelos quais a infecção persis- 
tente pode estimular a progressão dos tumores. 
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As condições inflamatórias podem favorecer 
a mutação 


A infecção crônica também pode favorecer a tumorigênese 
por outros mecanismos — a produção de citocinas e oxigênio 
reativo pelas células inflamatórias recrutadas ao foco infec- 
cioso também pode promover a formação e a progressão dos 
tumores. As células inflamatórias, principalmente os macró- 
fagos ativados, podem causar danos ao DNA em razão da 
produção de espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio e, 
deste modo, causar mutações que podem levar à transforma- 
ção celular (Figura 17.12). Isso é tolerável quando ocorre 
ocasionalmente e pode ser considerado como um dos incon- 
venientes da robustez do sistema imune. Além disso, as células 
com danos do DNA podem ser tratadas por reparação do 
DNA, eliminação por apoptose ou um dos mecanismos celu- 
lares intrínsecos de supressão tumoral, conforme descrevemos 
nas seções precedentes deste capítulo (Figura 17.3). Entretanto, 
quando a resposta inflamatória persiste por meses ou anos 
(p. ex., como acontece com a colite e a hepatite viral crônicas), 
a resposta inflamatória pode aumentar expressivamente o 
risco de transformação maligna porque causa instabilidade 
genética no foco inflamatório (Figura 17.12). 


Algumas mutações oncogênicas podem 
estimular a produção das citocinas e 
quimiocinas proinflamatórias 


Uma porcentagem expressiva dos tumores tem mutações da 
proteína Ras ou seu alvo subsequente (B-Raf), que tornam 
essas proteínas constitutivamente ativas. A Ras ou a B-Raf 
constitutivamente ativa resultam na ativação das quinases MEK 
e ERK subsequentes, que têm o efeito de ativar uma série de 
fatores de transcrição capazes de estimular a divisão celular. 
Entre os alvos desses fatores de transcrição estão os genes da 
IL-6 e da IL-8, e, consequentemente, os tumores que causam 
mutações com ganho de função da Ras e da B-Raf comumente 


expressam essas citocinas. Se esse evento fosse deletério ao 
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tumor, poder-se-ia esperar que as variantes clonais surgissem 
quando a expressão da IL-6 e da IL-8 fosse suprimida. 
Entretanto, pelo contrário, parece que a secreção dessas citoci- 
nas pode promover o crescimento tumoral por alguns meca- 
nismos, conforme descrevemos nas seções precedentes. Uma 
possibilidade é que a IL-6 produza efeitos autócrinos que pro- 
movem o crescimento e a sobrevivência do próprio tumor, 
atuando no sentido de facilitar a divisão celular ou causar a 
expressão das proteínas antiapoptóticas (Figura 17.13). Outra 
possibilidade é que a IL-6 atue por um mecanismo parácrino 
nas células estrômicas adjacentes no sentido de estimular a 
angiogênese e, desse modo, aumentar a irrigação sanguínea do 
tumor. Na verdade, evidências a favor dessa última hipótese 
foram encontradas nos modelos de camundongos nos quais o 
crescimento dos tumores cutâneos induzidos quimicamente era 
reduzido nos animais com gene IL-6 suprimido; isto estava 
relacionado com os efeitos da IL-6 nas células endoteliais adja- 
centes, em vez de no próprio tumor. A utilização de camun- 
dongos com gene IL-6 suprimido também forneceu evidências 
claras de que estes animais são resistentes ao desenvolvimento 
do mieloma maligno, um câncer que afeta a linhagem das 
células B. Além disso, estudos demonstraram que alguns poli- 
morfismos promotores da IL-6, que resultam na produção de 
quantidades maiores dessa citocina, correlacionam-se com 
prognóstico mais desfavorável do câncer de mama. 

Do mesmo modo, alguns estudos mostraram que a 
IL-8 derivada do tumor estimula a infiltração do tumor por 
neutrófilos e macrófagos que, conforme descrito anteriormente, 
podem promover o crescimento tumoral com a produção de 
outras citocinas proinflamatórias como IL-1 e TNE além de 
secretarem metaloproteases matriciais que remodelam a matriz 
extracelular e facilitam a disseminação do tumor (Figura 17.13). 
A atividade das células inflamatórias também aumentou o 
recrutamento das células endoteliais e facilitou a angiogénese. 
O uso dos anticorpos neutralizantes anti-IL-8 nos modelos de 
tumor induzido pela Ras resultou na redução expressiva do 
crescimento tumoral seguido de necrose evidente do câncer. 


Figura 17.12 A inflamação 
crônica pode facilitar a 
transformação maligna. A 
inflamação crônica e persistente 
pode causar instabilidade 
genética por meio do 
recrutamento dos macrófagos e 
de outras células do sistema 
imune inato capazes de causar 
danos ao DNA porque produzem 
espécies reativas do oxigênio e 
do nitrogênio. Os danos 
persistentes do DNA podem 
resultar em mutações capazes de 
causar transformação celular. 
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Embora o fato de que os tumores podem recrutar delibe- 
radamente células do sistema imune inato secretando quimio- 
cinas e citocinas proinflamatórias seja consideravelmente 
deletério, isto sugere que uma maneira de combater esses 
tumores possa ser a neutralização desses fatores com anticor- 
pos monoclonais apropriados, inclusive com os anticorpos 
disponíveis hoje em dia e aprovados para algumas outras 
doenças como a psoríase. 


Abordagens de imunoterapia 
antineoplásica 


Embora a vigilância imune pareça atuar apenas contra tumores 
fortemente imunogênicos, a identificação de alguns antígenos 
tumorais foi um avanço positivo (Tabela 17.1) e abriu caminho 
para explorar como esses antígenos podem ser aproveitados 
para reforçar o sistema imune do próprio paciente para com- 
bater o câncer. Em um aspecto todos concordam: para que a 
imunoterapia seja eficaz, é essencial que a carga tumoral seja 
primeiramente reduzida por ressecção cirúrgica, radioterapia 
ou quimioterapia, porque não seria razoável esperar que o 
sistema imune controlasse um tumor volumoso, bem como 
porque as quantidades consideráveis de antígenos liberados pela 
disseminação tenderiam a impedir a formação de qualquer 
resposta significativa em alguns casos, devido à estimulação das 
células T reguladoras. Isso tornaria os pequenos depósitos 
secundários alvos apropriados para a imunoterapia. 

Portanto, qual é o tipo de resposta imune necessária à 
destruição do tumor? Estudos com modelos de camundongos 
e também com pacientes portadores de câncer realizados ao 
longo das últimas décadas sugerem que alguns critérios preci- 
sam ser preenchidos para conseguir a destruição das células 
tumorais em quantidades suficientes para afetar favoravelmente 
a evolução da doença. Primeiramente, é preciso formar quan- 
tidades suficientes de células T capazes de reconhecer avida- 
mente os antígenos tumorais. Em seguida, essas células precisam 
ser capazes de circular até o tumor e invadir o estroma (células 
de sustentação) associado ao tumor. Por fim, esses linfócitos 
precisam ser ativados no local do tumor e devem ser capazes 
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Figura 17.13. As mutações 
ativadoras da Ras podem 
causar efeitos proinflamatórios. 
As mutações oncogênicas da Ras 
e da B-Raf podem resultar na 
produção de citocinas 
proinflamatórias como IL-6 e IL-8, 
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de envolver o tumor com grânulos citotóxicos ou citocinas 
como o TNE A experiência acumulada até hoje sugere que o 
preenchimento desses critérios é muito difícil e que a imuno- 
terapia provavelmente não é uma “pílula mágica”. Uma expec- 
tativa mais realista é que as manipulações imunológicas 
combinadas com a quimioterapia e a radioterapia convencio- 
nais provavelmente sejam o caminho a ser seguido. 


Tratamento com citocinas independentes 
de antígeno 


O primeiro indício claro de que a manipulação do sistema 
imune poderia ser benéfica foi fornecido pelos estudos que 
utilizaram abordagens antígeno-independentes para reforçar 
inespecificamente a resposta imune ao tumor. As citocinas 
como a IL-2, o IFN e o TNF produzem efeitos diversos no 
sistema imune, e estudos demonstraram que algumas delas 
foram promissoras em modelos animais e experiências clíni- 
cas. Os efeitos tóxicos sistêmicos limitaram a utilidade do 
TNE que causa hepatotoxicidade rápida e grave nos modelos 
animais e, consequentemente, tem pouca utilidade no trata- 
mento do câncer. 


Tratamento com interleucinas 


Doses altas de IL-2 foram administradas aos pacientes com 
melanoma ou câncer renal metastático e houve regressão 
tumoral no mínimo parcial em 15% a 20% dos pacientes, 
enquanto alguns pacientes tiveram regressão total. Os efeitos 
benéficos das doses altas de IL-2 podem ser atribuídos à esti- 
mulação das células T reativas ao tumor preexistente ou à 
ativação das células NK. Com a ativação pela IL-2 ou a IL-12, 
as células NK são capazes de destruir várias células tumorais 
recém-removidas in vitro e, como base nos estudos realizados 
em camundongos com glândulas mamárias positivas para o 
oncogene HER2/neu, seria razoável realizar uma experiência 
de tratamento sistêmico com IL-12 em pacientes com câncer 
e doença residual mínima na tentativa de evitar recidivas e 
inibir as metástases incipientes. Em vista dos resultados pro- 
missores observados com a administração da IL-2, foram 
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Tabela 17.1 Antigenos tumorais potencialmente 
úteis à imunoterapia. (Reproduzida com permissão 
de Fong L. & Engleman E.G. (2000) Dendritic cells in 


cancer immunotherapy. Annual Review of 


Immunology, 18, 245.) 


Antigeno 
Especifico do tumor 
Região V da 
imunoglobulina 
Região V do TCR 
p21/ras mutante 


p53 mutante 


Neoplasia maligna 


Linfoma não Hodgkin de 
células B, mieloma múltiplo 
Linfoma não Hodgkin de 
células T 

Cânceres de pâncreas, 
intestino grosso e pulmão 
Cânceres colorretais, 
pulmonares, vesicais e da 
cabeça e do pescoço 


Associado ao desenvolvimento 


Produto de fusão p210/ 
ber-abl 


MART-1/Melan A 
MAGE-1, MAGE-3 


Familia GAGE 
Telomerase 


Viral 


Papilomavirus humanos 


Virus Epstein-Barr 


Especifico do tecido 


Tirosinase 
gp100 
Fosfatase ácida prostática 


Antígeno prostático 
específico 


Antígeno prostático 
específico da membrana 


Tireoglobulina 
a-Fetoproteína 


Expressão aumentada 


HER2 


Antígeno 
carcinoembrionário 


Muc-1 


Leucemia mielógena 
crônica, leucemia 
linfoblástica aguda 


Melanoma 


Melanoma e cânceres 
colorretais, pulmonares e 
gástricos 

Melanoma 

Vários 


Cânceres da cérvice e do 
pênis 

Linfoma de Burkitt, 
carcinoma nasofaringeo, 
distúrbios linfoproliferativos 
pós-transplante 


Melanoma 
Melanoma 
Câncer de próstata 
Câncer de próstata 


Câncer de próstata 


Câncer de tireoide 
Câncer de fígado 


Cânceres de mama e 
pulmão 

Cânceres colorretais, 
pulmonares e mamários 
Cânceres colorretais, 
pancreáticos, ovarianos e 
pulmonares 


realizadas algumas experiências subsequentes com vacinas 
antitumorais combinadas com esta citocina. 


Tratamento com interferons 


Nas experiências que usaram IFNa ou IENB, os pesquisado- 
res observaram índices de resposta objetiva entre 10% e 15% 
dos pacientes com carcinoma renal, melanoma e mieloma, 
em cerca de 20% dos pacientes com sarcoma de Kaposi, em 
cerca de 40% dos pacientes com linfomas, e índices de res- 
posta notáveis entre 80% e 90% dos pacientes com tricoleu- 
cemia e micose fungoide. 

Quanto aos mecanismos dos efeitos antitumorais, em 
alguns tumores os IFN podem atuar basicamente como 
agentes antiproliferativos; em outros, a ativação das células 
NK e dos macrófagos pode ser importante, embora a amplia- 
ção da expressão das moléculas do MHC classe I possa tornar 
os tumores mais suscetíveis ao controle pelos mecanismos 
efetores imunes. Em algumas condições, o efeito antiviral 
também poderia contribuir. 

Nas doenças como câncer de células renais e tricoleuce- 
mia, os IFN induziram respostas em uma porcentagem 
expressivamente mais alta dos pacientes, em comparação com 
o tratamento tradicional. Contudo, em um contexto mais 
amplo, a maioria dos pesquisadores acredita que sua utilidade 
seja no tratamento combinado (p. ex., com imunoterapia 
ativa ou vários quimioterápicos, quando se observou ação 
sinérgica nos sistemas de tumores dos roedores). O IFNa e 
o IFNB têm ações sinérgicas com o IFNy e este último produz 
efeitos sinérgicos com o TNF. O IFNa atua como sensibili- 
zante à radiação, e sua capacidade de aumentar a expressão 
dos receptores de estrogênio nas culturas de células do câncer 
de mama sugere a possibilidade de combinar IFN com 
agentes antiestrogênicos para tratar essa doença. 


Fatores estimuladores de colônias 


O desenvolvimento celular normal começa com uma célula- 
tronco imatura com capacidade de autorrenovação ilimitada, 
envolve os precursores dedicados e termina com as células 
diferenciadas específicas de cada linhagem com pouco ou 
nenhum potencial de autorrenovação. O tratamento dirigido 
para a induzir a diferenciação das células tumorais baseia-se 
na hipótese de que a indução da maturação celular diminua 
e, possivelmente, suprima a capacidade de divisão do clone 
maligno. Nessa linha, estudos demonstraram que o GM-CSF 
aumenta a diferenciação, diminui a capacidade de autorreno- 
vação e suprime a leucemogenicidade das leucemias mieloides 
murinas. Hoje em dia, existem estudos em andamento com 
produtos humanos recombinantes. 

Já transcorreram mais de 100 anos desde que o médico 
Coley atribuiu seu nome à mistura de produtos microbianos 
conhecida como toxina de Coley. Essa mistura certamente 
ativa o sistema imune inato e produz remissão em uma minoria 
dos pacientes. Alguns pesquisadores sugeriram que esses efei- 
tos benéficos sejam atribuíveis à liberação do TNE, porque o 


endotélio vascular dos tumores é extraordinariamente sensível 
aos danos causados por essa citocina e a necrose hemorrágica é 
induzida rapidamente. É questionável se os níveis críticos de 
TNF são alcançados nos seres humanos porque eles seriam 
muito tóxicos, embora um estudo baseado na perfusão de um 
membro isolado com TNE, IFNy e melfalana tenha provocado 
lesões do endotélio tumoral sem afetar os vasos sanguíneos 
normais. Aos poucos, chega-se ao consenso de que o fenômeno 
de Coley possa estar relacionado mais com o reforço da imu- 
nidade antitumoral fraca preexistente. 


Estimulação das respostas imunes celulares 


O dogma atual é de que as células T, em vez dos anticorpos, 
são capazes de atacar eficazmente tumores sólidos, principal- 
mente os que expressam antígenos intracelulares processados 
em sua superfície, e, como a maioria é negativa para molécu- 
las do MHC classe II, parece que estamos objetivando essen- 
cialmente as respostas das células T citotóxicas (CDB8'), 
embora as células T CD4 possam participar das reações de 
proteção contra a vascularização associada ao tumor e sejam 
necessárias à permanência das células T CD8. 


Vacinação com antígenos virais 


Com base na observação de que alguns tipos de câncer (p. ex., 
linfoma, carcinoma da cérvice, carcinoma hepatocelular) são 
causados por vírus oncogênicos, pesquisadores realizam 
algumas tentativas de preparar vacinas apropriadas contra 
esses vírus. Os vírus associados ao câncer incluem o vírus 
Epstein-Barr (EBV), o papilomavírus humano (HPV), os 
vírus das hepatites B e C (HBV e HCV), o vírus 1 da leuce- 
mia de células T humano (HTLV-I) e o vírus associado ao 
sarcoma de Kaposi (KSHV). As vacinas contra vários desses 
vírus têm sido desenvolvidas há alguns anos, mas os avanços 
têm sido dificultados pela baixa imunogenicidade de muitas 
vacinas testadas. Felizmente, algumas dessas vacinas começa- 
ram a ser avaliadas em experiências clínicas e chegamos à era 
da vacinação contra vários tipos de câncer. 

No mundo inteiro, a infecção crônica pelo vírus da hepa- 
tite B é responsável por 80% de todos os cânceres de fígado 
e é uma causa importante de mortalidade. Embora a primeira 
vacina contra o HBV tenha sido disponibilizada em 1981, 
esta vacina baseava-se no plasma inativado obtido de vários 
doadores infectados e foi retirada do mercado em 1990 em 
virtude do desenvolvimento de uma vacina mais segura e 
eficaz produzida pela tecnologia recombinante. A vacina 
contra o HBV contém uma forma recombinante de uma das 
proteínas do envoltório viral, ou seja, o antígeno de superfície 
da hepatite B (HBsAg). A imunização produz anticorpos 
neutralizantes vigorosos contra o HBsAg e a vacinação dos 
recém-nascidos conseguiu redução expressiva das taxas de 
incidência do câncer de fígado. As tentativas de desenvolver 
uma vacina contra o HVC semelhante alcançaram pouco 
sucesso até agora, apesar de várias experiências clínicas reali- 
zadas nos últimos anos. As vacinas baseadas em proteínas 
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recombinantes, peptídios e DNA das proteínas virais encon- 
tram-se em vários estágios de desenvolvimento. 

Um exemplo muito recente de estratégia de vacinação bem- 
-sucedida contra os cânceres causados por vírus é ilustrado pela 
aprovação recente de duas vacinas profiláticas diferentes dirigi- 
das contra o HPV, que é a causa principal do carcinoma cervical 
das mulheres. O HPV é endêmico na população humana, com 
cerca de 50% das mulheres tornando-se HPV-positivas até a 
idade de 24 anos, e este vírus é responsável pelo desenvolvi- 
mento da maioria dos carcinomas da cérvice das mulheres, 
além de verrugas genitais, anais e penianas. No mundo todo, 
o carcinoma de cérvice é a segunda causa mais comum de 
câncer entre as mulheres, e anualmente cerca de 50% das 
mulheres diagnosticadas com câncer cervical (cerca de 500.000 
em todo o mundo) morrem por esta causa. 

A busca por uma vacina contra o HPV começou no final 
da década de 1980 e culminou com a aprovação da primeira 
vacina profilática contra o vírus em 2006. Um ano depois, 
outra vacina profilática também foi aprovada para uso 
humano. Essas vacinas mostraram-se altamente eficazes 
contra o desenvolvimento do câncer cervical das mulheres, As 
duas vacinas são constituídas de proteína L1 recombinante 
(uma das proteínas do nucleocapsídio viral) derivada dos 
genótipos mais comuns do HPV: HPV tipos 16 e 18, que 
são responsáveis por cerca de 70% dos cânceres de cérvice. A 
proteína nucleocapsidica L1 reúne-se em partículas semelhan- 
tes a vírus, que são morfologicamente idênticas aos vírions do 
HPV, mas certamente não são infecciosas e produzem uma 
resposta intensa de anticorpos neutralizantes capaz de conferir 
proteção contra a infecção viral pelas mucosas e epitélios. 

A vacinação contra o HPV deve ocorrer preferencialmente 
antes que haja infecção, o que na prática significa antes de 
iniciar as atividades sexuais. Embora não tenha sido investi- 
gado até hoje, é possível que as vacinas contra HPV possam 
também conferir algum benefício nos estágios displásicos pré- 
-cancerosos iniciais da progressão do câncer de cérvice (i. e., 
depois da infecção). 

Também existem estudos em andamento para desenvolver 
uma vacina contra o virus Epstein-Barr (EBV), que é respon- 
sável pelo desenvolvimento do linfoma de Burkitt e também 
do carcinoma nasofaríngeo (um dos cânceres mais comuns na 
China). O foco principal da infecção pelo EBV é a cavidade 
orofaríngea, e a transmissão ocorre por contato oral, razão 
que explica porque a infecção é conhecida como “doença do 
beijo”. A principal glicoproteína da superfície do EBV 
(gp350/220) é o alvo principal dos anticorpos neutralizantes, 
e várias vacinas experimentais baseadas nessa glicoproteína 
foram desenvolvidas, mas geralmente necessitam de adjuvan- 
tes vigorosos para estimular a imunidade. Hoje em dia, 
existem ensaios clínicos de fase II com essas vacinas experi- 
mentais contra o EBV. 


Imunização com células tumorais intactas 


Várias abordagens que utilizam preparações de células tumo- 
rais intactas autólogas e alogênicas foram experimentadas na 
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Célula T em repouso Célula T em repouso 


CITOCINA 


Célula tumoral 


Nenhuma estimulação: 


Estimulação 


tentativa de despertar respostas antitumorais. Essa abordagem 
tem a vantagem de que não precisamos obrigatoriamente 
conhecer a identidade do antígeno envolvido. A desvantagem 
é que a maioria dos tumores é fracamente imunogênica e não 
apresenta antígenos eficazmente e, por essa razão, não conse- 
gue suplantar a barreira à ativação das células T em repouso. 
É importante lembrar que o complexo peptídio-MHC de 
superfície não é suficiente; a coestimulação com moléculas 
como o B7.1 e o B7.2 e, possivelmente, determinadas citoci- 
nas é necessária para levar a célula T em GO para o estado de 
proliferação e diferenciação ativas. Entretanto, depois de 
alcançar esse estágio, a célula T ativada não precisa mais da 
coestimulação acessória para reagir ao seu alvo, pelo qual 
tem avidez muito maior em consequência da hiper-regulação 
das moléculas de ligação acessórias como CD2 e LFA-1 (veja 
a p. 214; Figura 17.14). As abordagens de imunização com 
células intactas foram praticamente ineficazes em experiências 
clínicas com seres humanos, possivelmente em razão da quan- 
tidade muito limitada de moléculas antigênicas presentes nas 
células intactas, nas quais a maioria das proteínas presentes 
não é imunogênica. 

Quando a coestimulação apropriada foi fornecida, os pes- 
quisadores conseguiram resultados encorajadores, ao menos 
nos modelos animais. A vacinação com células do melanoma 
murino transfectadas com B7 produziu células efetoras citolí- 
ticas (CD8") que protegeram contra a exposição subsequente 
ao mesmo tumor; em outras palavras, a transfecção possibilitou 
que as células do melanoma apresentassem eficientemente seus 
próprios antígenos, enquanto as células não transfectadas eram 
alvos vulneráveis às células T citotóxicas produzidas dessa 
maneira. Uma observação adicional interessante foi que uma 
linhagem de melanoma não imunogênica irradiada, que havia 
sido transfectada com um vetor retroviral portador do gene 
GM-CSF, estimulou imunidade antitumoral potente e especi- 


LFA-3 


Alvo tumoral não transfectado | 


Figura 17.14 Imunoterapia por 
transfecção com moléculas 
coestimuladoras. O tumor pode 
estimular as células T em repouso 
apenas com a coestimulação 
facilitadora do B7-1 e B7-2 e/ou das 
citocinas como o GM-CSF, o 
interferon-y e várias interleucinas 
(IL-2, IL-4 e IL-7). O bloqueio da 
CTLA-4 aumenta a imunogenicidade. 
Como alternativa, a célula T pode 
ser estimulada diretamente pelos 

$ antigenos tumorais apresentados 
pelas células dendriticas, que podem 
ser ativadas por ligação cruzada do 
seu CD40 de superfície com o 
anticorpo (veja adiante). Depois da 
sua ativação, a célula T com 
moléculas acessórias hiper-reguladas 
pode então atacar o tumor original 
que não tenha coestimuladores. 


Célula T ativada 


Ataque! 


fica, quase certamente porque facilitou a diferenciação e a ati- 
vação das células apresentadoras de antígenos do hospedeiro. 
Uma abordagem menos sofisticada, embora mais conve- 
niente, que por fim utiliza mecanismos semelhantes, consiste 
em administrar células do melanoma irradiadas e BCG, o qual, 
ao estimular a formação de várias citocinas inflamatórias, 
aumenta a eficiência da apresentação dos antígenos tumorais 
derivados das células necróticas. Em um estudo de ampla escala 
com mais de 1.500 pacientes, 26% dos indivíduos vacinados 
continuavam vivos ao final de 5 anos, em comparação com 
apenas 6% dos que foram tratados com as melhores opções 
terapêuticas tradicionais disponíveis. Seria interessante supor 
que, no futuro, possamos expor cirurgicamente um tumor e, 
em seguida, transfectá-lo in situ disparando partículas de ouro 
(veja a p. 185) acopladas aos compostos gênicos apropriados 
como B7, IFNy (para hiper-regular as moléculas do MHC 
classes I e II), GM-CSF, IL-2 e assim por diante (Figura 17.14). 
Existe um risco real de induzir respostas autoimunes contra 
epítopos crípticos compartilhados com outros tecidos normais, 
que os pesquisadores prudentes não devem desconsiderar. 


Tratamento com vacinas de subunidades 


Os diversos antígenos tumorais potenciais identificados até 
hoje (Tabela 17.1) suscitaram investimentos significativos em 
experiências terapêuticas clínicas utilizando peptídios como 
vacinas. Em razão do trabalho pioneiro de caracterização dos 
antígenos específicos do melanoma, este tumor tem sido o 
foco de vários estudos que se baseiam plenamente nos conhe- 
cimentos acadêmicos básicos e na imunologia moderna. 
Resultados encorajadores em termos de benefícios clínicos 
ligados à formação de células T citotóxicas (CTL) foram 
conseguidos depois da vacinação como peptídios ligados em 
complexos com as proteínas do choque térmico, ou modifi- 
cados nas moléculas-âncoras da classe I para facilitar a ligação 


ao MHC. Esses peptidios foram administrados isoladamente 
usando virus recombinantes (virus da varfola avidria, adeno- 
virus, vacinia), ou na forma de DNA exposto com um adju- 
vante. A inclusão dos fatores acessórios como IL-2 ou 
GM-CSF e o bloqueio da CLTA-4 podem ser cruciais ao 
sucesso. As vacinas peptídicas potencialmente tolerogênicas 
podem ser convertidas em ativadores vigorosos das respostas 
das CTL por ativação do CD40 com um anticorpo de ligação 
cruzada capaz de substituir a ajuda das células T na ativação 
direta das CTL (Figura 17.15). Alguns estudos demonstraram 
que, isoladamente, o tratamento com anti-CD40 protegeu 
parcialmente os camundongos com células do linfoma CD40- 
negativas, um efeito atribuído à ativação das células dendriti- 
cas apresentadoras de antígenos endógenas (Figura 17.14). 
Entretanto, embora tenham sido encontrados alguns indícios 
promissores de respostas imunes aos tumores com essas abor- 
dagens, uma avaliação recente de várias experiências clínicas 
com vacinas envolvendo 440 pacientes portadores principal- 
mente de melanomas produziu um índice de resposta objetiva 
de apenas 2,6%. Esse dado estatístico desanimadoramente 
baixo é muito sério e sugere que ainda tenhamos muito 
caminho pela frente, antes que se possa justificar otimismo. 
Contudo, seria prematuro descartar as abordagens de vacina- 
ção nesse estágio, porque é importante lembrar que todas as 
experiências clínicas realizadas com essas vacinas envolveram 
pacientes com doença avançada. Além disso, todos os trata- 
mentos tradicionais também falharam (na maioria dos casos) 
nesses pacientes. À vacinação com antígenos tumorais como 
medida profilática contra o desenvolvimento de tumores 
pode ser mais bem-sucedida quando o diagnóstico da doença 
é efetuado em um estágio precoce, ou quando existe predis- 
posição genética a um tipo de câncer familiar. 


Aumento da imunorreatividade dos linfócitos 
infiltrantes tumorais preexistentes 


Como mencionado, os tumores comumente contêm linfóci- 
tos infiltrantes que parecem ser anérgicos. Uma maneira de 
reativar essas células pode ser neutralizando os sinais que 
ajudaram a atenuar a ativação do TCR, sendo o CTLA-4 o 
principal exemplo. Com base no Capítulo 8, lembremos que 
o CTLA-4 inibe a coestimulação do TCR aumentando o 
limiar de ativação eficaz desse receptor em consequência da 
competição pelas moléculas CD80/CD86 das células dendri- 
ticas. Desse modo, o bloqueio da interação do CTLA-4 com 
seus ligantes pode reforçar a capacidade de os linfócitos infil- 
trantes tumorais entrarem em ação e atacarem o tumor, e hoje 
em dia essa abordagem está em fase de investigação nos 
pacientes com câncer. 

Uma estratégia semelhante consiste em inibir os membros 
da família das ligases de ubiquitina c-Cbl, que foram impli- 
cadas na dessensibilização do receptor da célula T à estimula- 
ção pelo complexo peptídio-MHC. Também com base no 
Capítulo 8, lembremos que as células T virgens (naives) defi- 
cientes em Cbl-b não necessitam da coestimulação CD28- 
dependente para sua ativação produtiva. Isso parece dever-se à 


Capítulo 17 | Imunologia dos Tumores 481 


1005 


Peptidio + 
anti-CD40 


804 


604 


% de camundongos sobreviventes 


T T 
40 70 100 
Dias depois da exposição ao tumor 


130 


Figura 17.15 A ligação do CD40 aumenta o efeito protetor de 
uma vacina peptídica contra um tumor preexistente. Seis 
dias depois da injeção de células singênicas transformadas pelo 
papilomavírus humano tipo 16 (HPV16), os camundongos foram 
imunizados com o peptídio HPV16-E7 em adjuvante de Freund 
incompleto, com ou sem um anticorpo monoclonal anti-CD40, 
ou não receberam qualquer tratamento. (Dados segundo Diehl 
L. et al. (1999) Nature Medicine 5, 774, reproduzida com 
permissão.) 


função desempenhada pela Cbl-b na supressão de determina- 
dos sinais iniciados pelo TCR em condições normais, aumen- 
tando, desse modo, o limiar de ativação dessas células. Assim, 
as estratégias dirigidas para a inibição seletiva da Cbl-b das 
células T infiltrantes tumorais pode reduzir suficientemente seu 
limiar de ativação, de modo que as respostas imunes produtivas 
podem então ocorrer sem o recurso da coestimulação. 


Transferência de células adotivas 


A transferência de células adotivas (TCA) com grandes quan- 
tidades de células T expandidas ex vivo pode superar alguns dos 
obstáculos ao tratamento eficaz, que são encontrados com as 
abordagens de vacinação convencionais (Figura 17.16). Pode 
ser possível até manipular geneticamente as células adotivas 
transferidas de modo que expressem constitutivamente citoci- 
nas como IL-2 ou GM-CSF para reforçar sua atividade. O 
desenvolvimento de células T efetoras citotóxicas ex vivo pode 
revelar respostas que não são evidentes em um ambiente no 
qual podem estar presentes fatores inibitórios derivados do 
tumor ou das células T reguladoras. A abordagem típica con- 
siste em isolar as células T dos pacientes e, em seguida, expan- 
di-las in vitro em presença de concentrações altas de IL-2 
(Figura 17.16). De modo a ampliar ao máximo as chances de 
expandir os precursores das células T reativas ao tumor, as 
células dendríticas maduras que expressam sinais coestimula- 
dores e também algum antígeno tumoral são utilizadas comu- 
mente hoje em dia. Depois de um intervalo de 2 a 3 semanas, 
pode-se conseguir a expansão das células T em 1.000 vezes. 
Essas células T CD8 expandidas in vitro são depois transferidas 
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Figura 17.16 Aumento da eficácia da imunoterapia com base na transferência de células adotivas. Várias estratégias são 
utilizadas para aumentar a eficácia do tratamento adotivo utilizando células T expandidas in vivo. (a) As células T reativas ao tumor 
(em azul-escuro) retiradas do paciente são estimuladas in vitro pelas APC. Para aumentar a estimulação dos linfócitos T reativos ao 
tumor, as células apresentadoras de antígeno (APC) podem ser transfectadas com genes que codificam antígenos tumorais. (b) A 
seleção dos clones de células T reativas ao tumor pode ser facilitada utilizando-se tetrâmeros de peptídio-MHC ou anticorpos 
biespecíficos para estimular os precursores dessas células. (c,d) Em seguida, as células específicas para o tumor são expandidas 
com IL-2 e depois (e) por infusão intravenosa das células T específicas para o tumor no paciente. (f) A persistência eficaz das 
células T transferidas pode ser aumentada por depleção prévia dos linfócitos do hospedeiro e/ou por administração de citocinas 
homeostáticas (IL-2, IL-15 e IL-21) depois da infusão. (Baseada em Riddell S.R. (2004) Journal of Experimental Medicine 200, 1533.) 


novamente ao paciente (até 10"! células por indivíduo!), mas 
podem desaparecer rapidamente quando a massa tumoral é 
grande, A administração de IL-2 in vivo ou a cotransferência 
das células T CD4 podem ampliar a sobrevivência das células 
T CD8; a presença das células T CD4 parece ser crucial à 
persistência das células T CD8 e à função efetora citotóxica 
ideal. O insucesso das abordagens de vacinação utilizando prin- 
cipalmente peptídios ligados às moléculas da classe I pode ser 
atribuído à falta de expansão das células T CD4 e isto talvez 
deva ser considerado nos estudos futuros. A TCA dos linfócitos 
expandidos in vitro para os hospedeiros linfodepletados pode 
resultar em até 75% das células T circulantes com atividade 
antitumoral, ou seja, níveis muito acima dos produzidos pelas 
vacinas peptídicas. Embora o número de pacientes tratados 
com TCA ainda seja muito pequeno, alguns autores relataram 
índices de resposta objetiva muito impressionantes (40% a 
50%) nos pacientes com melanoma linfodepletados, com per- 
sistência das células transferidas por até 4 meses. Evidentemente, 
alguns riscos devem ser mantidos em mente quando são trans- 
feridas grandes quantidades de linfócitos ativados para um 
paciente, no mínimo a possibilidade de causar autoimunidade 
aos outros tecidos além do tumor. A seleção cuidadosa dos 
antígenos tumorais para favorecer os que não estão expressos 
ou têm expressão mínima nos outros tecidos além do tumor 
certamente é essencial nesses casos. 


Existem alguns indícios de que a erradicação do tumor 
mediada pelos linfócitos possa ser simplesmente um jogo de 
números. Embora as abordagens de vacinação com peptídios 
possam aumentar em cinco a 10 vezes o número de células 
reativas ao tumor, isto é pouco em comparação com as obser- 
vações de que até 40% das células T CD8 circulantes são 
reativas ao EBV nos pacientes com mononucleose infecciosa. 
Evidências preliminares sugerem que a TCA seja capaz de 
alcançar esses números impressionantes de células T especifi- 
cas, principalmente quando é combinada com a linfodepleção 
prévia. A linfopenia pode ser favorável, porque pode liberar 
espaço no compartimento linfoide para a chegada das células 
T e reduzir a competição pelas citocinas homeostáticas, tais 
como IL-7 e IL-15. Outra vantagem dessa abordagem é que 
a depleção dos linfócitos do receptor pode remover as células 
T supressoras/reguladoras, que supostamente desempenham 
um papel significativo na atenuação das respostas antitumo- 
rais iniciais. 


Tratamento com células NK 


Nas seções anteriores, mencionamos a importância potencial 
das células NK na vigilância e na destruição dos tumores, e 
desse modo é lógico considerar que a expansão in vivo ou a 
transferência adotiva de grandes quantidades de células NK 


ativadas também possa trazer benefícios clínicos. Os trata- 
mentos à base de células NK estão um pouco atrás das abor- 
dagens baseadas nas células T, embora não estejam relegados 
a segundo plano. As experiências clínicas com pacientes por- 
tadores de câncer avaliaram os efeitos da administração sub- 
cutânea diária de doses baixas de IL-2 depois da quimioterapia 
citotóxica em doses altas quanto aos seus efeitos nas contagens 
de células NK e no nível de ativação desses indivíduos. 
Embora a expansão das células NK tenha sido observada, 
essas células não pareciam ter atividade citotóxica máxima, 
talvez porque os receptores NK inibitórios encontrem os 
ligantes apropriados no tumor. As tentativas mais recentes 
envolveram a utilização das células NK de doadores haploi- 
dênticos aparentados para tratar pacientes com leucemia 
mieloblástica aguda com prognósticos desfavoráveis. Nesse 
caso, o objetivo é conseguir incompatibilidade parcial entre 
as células NK do doador e do receptor, que possa provocar a 
ativação dessas células e ampliar a destruição do tumor. A 
expansão e a persistência das células NK do doador foram 
observadas depois da imunossupressão dos receptores com 
doses altas, e cinco dentre 19 pacientes conseguiram remissão 
completa — na verdade, sinais muito encorajadores. 


Tratamento com células dendríticas 
A potência absoluta da célula dendrítica na iniciação das 


respostas das células T' tem sido foco de um número crescente 
de estratégias de imunoterapia que conseguiram produzir res- 
postas imunes protetoras específicas contra o tumor por meio 
da injeção de células dendríticas isoladas e carregadas com 
lisados tumorais, antígenos tumorais ou peptídios deles deriva- 
dos. Sucesso considerável foi conseguido em modelos animais 
e cada vez mais em pacientes humanos (Figura 17.17). As 
grandes quantidades de células dendríticas necessárias ao trata- 
mento de cada paciente são conseguidas por expansão dos 
precursores CD34-positivos da medula óssea por cultura com 
GM-CSE IL-4 e TNF e, em alguns casos, com “insumos” 
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adicionais como fator de células-tronco (SCE, do inglês, stem 
cell factor) e ligante da tirosinoquinase 3 semelhante à Fms 
(Flt3). Os monócitos CD 14-positivos retirados do sangue peri- 
férico são mais acessíveis e formam células dendríticas em pre- 
sença de GM-CSF e IL-4; contudo, essas células precisam 
passar por maturação adicional estimulada pelo TNFa, que 
aumenta o custo e as chances de contaminação bacteriana. 
Outra abordagem é expandir as células dendríticas in vivo por 
meio da administração do ligante da Flt3. As contagens das 
células dendríticas do sangue circulante aumentam em 10 a 30 
vezes e essas células podem ser recuperadas por leucoaférese. 
Algumas considerações gerais são pertinentes. Primeira- 
mente, quando os peptídios são usados para carregar as células 
dendríticas, as sequências que se ligam firmemente a deter- 
minado haplótipo do MHC classe I precisam ser identifica- 
das; as sequências variam em cada paciente com diferentes 
haplótipos e podem não incluir os epítopos potenciais das 
células T auxiliares. As proteínas recombinantes contornam a 
maioria dessas dificuldades, e uma mistura deveria ser ainda 
melhor, porque recrutaria mais CTL e seria mais capaz 
de “contornar” quaisquer mutações recentes do antígeno 
tumoral. Entretanto, as proteínas captadas pelas células den- 
dríticas são relativamente ineficazes para a “ativação cruzada” 
das CTL CD8 por meio da via de processamento pelas molé- 
culas da classe I, embora estejam em investigação várias táticas 
para contornar esse problema; isto inclui a conjugação com 
um peptídio “transportador” HIV-tat, que aumenta em 100 
vezes a apresentação pelas moléculas da classe I e a transfecção 
com RNA, assim como os vetores recombinantes como o 
vírus da varíola aviária. Em segundo lugar, o procedimento é 
trabalhoso e dispendioso, mas à medida que se tornar comum, 
o processo poderá ser simplificado; de qualquer modo, os 
custos devem ser contrapostos aos custos do tratamento tra- 
dicional e aos benefícios imensuráveis para o paciente. Em 
terceiro lugar, por que a administração de pequenas quanti- 
dades de células dendríticas ativadas por antígeno induz as 


Figura 17.17 Resposta clínica à vacina autóloga utilizando células dendríticas estimuladas com o idiótipo de um linfoma de 
células B. Imagens de tomografia computadorizada do tórax do paciente: (a) antes da vacina e (b) 10 meses depois de concluir o 
tratamento com três doses da vacina. A seta em (a) indica uma massa paracardíaca. Todos os focos da doença regrediram e o 
paciente manteve-se em remissão por 24 meses depois de iniciar o tratamento. (Fotografias cedidas gentilmente pelo professor R. 
Levy do artigo publicado por Hsu F.J. et al. (1996) Nature Medicine 2, 52; reproduzidas com a permissão da Nature America Inc.) 
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respostas das células T específicas e a regressão dos tumores 
dos pacientes que já dispõem de grandes quantidades de 
antígenos e células dendríticas? Como mencionado no início 
deste capítulo, alguns autores sugeriram que as DC situadas 
dentro ou nas proximidades dos tecidos malignos podem ser 
ineficientes ou imaturas, talvez em consequência da secreção 
do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) ou da 
IL-10 pelo tumor, que pode interromper a maturação das 
células dendríticas para gerar células “tolerantes” imaturas. 
Essas células dendríticas imaturas podem arrefecer as respos- 
tas das células T' reativas ao tumor em seus primórdios, em 
vez de promover sua maturação. Nessa linha de pensamento, 
evidências recentes sugerem que os melanomas secretores 
da quimiocina CCL21 recrutam as células T reguladoras 
CD4'CD25'FoxP3*, desviando o ambiente tumoral para uma 
forma tolerogênica em vez de imunogênica. Alternativamente, 
as células dendríticas imaturas que capturam antígenos nas 
proximidades de um tumor, quando não contam com os 
ligantes do receptor Toll (PAMP) ou com os sinais de perigo 
(DAMP) apropriados podem simplesmente não funcionar 
como células apresentadoras de antígenos eficazes (Figura 17.4). 
Certamente, seria interessante verificar se o tratamento direto 
dos pacientes com ligante da Flt3 e outras citocinas, ou a 
transfecção intratumoral com MIP-3a (CCL20) (veja a 
p. 244), que atrai as células dendríticas imaturas, poderia 
iniciar uma resposta antitumoral por maturação e ativação das 
células dendríticas endógenas. 


Vacinação contra a neovascularização 


Os tumores sólidos são constituídos de células malignas e 
também de vários tipos celulares benignos, denominados 
coletivamente de células estrômicas, incluindo células endo- 
teliais e fibroblastos. Como os tumores sólidos não podem 
alcançar dimensões expressivas sem irrigação sanguínea, estss 
tumores estimulam a formação de novos vasos sanguíneos 
secretando fatores angiogénicos (p. ex., VEGF) que estimu- 
lam a proliferação das células endoteliais. Como os tumores 
em crescimento são altamente dependentes da sua irrigação 
sanguínea, o ataque à vascularização do tumor por ação diri- 
gida contra os antígenos expressos seletivamente nesses vasos 
sanguíneos poderia privar o tumor de oxigênio e nutrientes, 
potencialmente provocando sua regressão. O VEGF, um dos 
membros de uma família de fatores angiogênicos, produz seus 
efeitos por meio da interação com seu receptor cognato, 
VEGF-R2 (também conhecido como KDR nos seres humanos 
e Flk-1 nos camundongos), que emite sinais que estimulam 
a proliferação, a sobrevivência e a mobilidade das células 
endoteliais. Os anticorpos dirigidos contra o VEGF-R2 ou, 
na verdade, contra o próprio VEGF podem bloquear a angio- 
gênese tumoral em modelos de tumores murinos, mas a trans- 
ferência dessa observação à prática clínica é dificultada pelos 
problemas relativos à administração de quantidades suficien- 
tes desses fármacos para bloquear totalmente a atividade do 
VEGF-R2. Uma estratégia alternativa consiste em interrom- 
per a tolerância imune às células endoteliais VEGF-R2- 


positivas por exposição das células dendríticas geradas in vitro 
com VEGF-R2 solúvel seguida da transferência dessas células 
de volta ao animal. Uma vantagem expressiva dessa aborda- 
gem é que o endotélio do tumor, ao contrário do próprio 
tumor, geralmente é estável porque não é um tecido transfor- 
mado, e isto torna improvável que surjam células mutantes 
que não mais expressem VEGF-R2. De acordo com alguns 
estudos, essa estratégia produz anticorpos neutralizantes espe- 
cíficos contra o VEGF-R2 e também células T citotóxicas 
capazes de destruir eficazmente as células endoteliais. 


Tratamento da leucemia 


O tratamento citoablativo radical dos pacientes com leuce- 
mia utilizando radioquimioterapia destrói as células-tronco 
da medula óssea. Essas células podem ser removidas antes 
do tratamento, depuradas de quaisquer células leucêmicas 
com anticorpos citotóxicos e depois reinfundidas para “recu- 
perar” o paciente (Figura 17.18). Entretanto, nem todas as 
células leucêmicas são eliminadas por esse tratamento, e 
uma abordagem mais eficaz é o transplante de medula óssea 
alogênica fornecida por doadores razoavelmente compatíveis 
para o MHC do paciente, que produzem uma reação 
enxerto-versus-leucemia importante, embora ainda não 
totalmente esclarecida. A depuração das células T da medula 
óssea para evitar a doença enxerto-versus-hospedeiro 
(VGHD), que é uma complicação grave desses transplantes, 
poderia ao mesmo tempo anular a atividade antileucêmica 
almejada — um dilema. O “tratamento gênico suicida” seria 
uma solução, conforme ilustrado na Figura 17.19. As célu- 
las-tronco obtidas da medula óssea alogênica depurada de 
células T são administradas juntamente com as células T do 
doador transfectadas com a timidinoquinase do herpes-vírus 
simples. As células T fornecem fatores que facilitam a adap- 
tação do transplante e impedem infecções virais e a ocor- 
rência da reação enxerto-versus-leucemia em uma época em 
que o receptor tem cargas tumorais reduzidas. Com o 
tempo, à medida que a VGHD avança, as células T agres- 
soras em divisão do doador podem ser suprimidas pela 
administração de ganciclovir, conforme o mecanismo expli- 
cado na legenda da Figura 17.19. 

Uma alternativa que evita por completo a GVHD é 
injetar medula óssea depurada juntamente com um clone de 
células T citotóxicas alogênicas específico para um peptídio 
associado à leucemia apresentado pelo alelo MHC do recep- 
tor em perspectiva. Em geral, isso funciona porque os resí- 
duos das hélices do MHC que entram em contato com o 
receptor da célula T são relativamente conservados (ao con- 
trário das moléculas presentes dentro da fenda), de modo que 
as células T alogênicas podem reconhecer o complexo MHC- 
peptidio da leucemia. Os alvos potenciais são a ciclina-D1 e 
a mdm-2, que estão hiperexpressadas nas células tumorais e, 
nas células leucêmicas em particular, os fatores de transcrição 
WT-1 e GATAI e os antígenos de diferenciação como a 
mieloperoxidase e o CD68, que são expressos exclusivamente 
pelas células hematopoéticas e provavelmente têm tolerância 
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Paciente 2 Figura 17.18 Tratamento das leucemias por 
Quimioterapia recuperação com medula óssea autóloga. Com a 
ou radioterapia utilização dos anticorpos citotóxicos dirigidos contra um 
radical antígeno de diferenciação (e) presente nas células 
— > leucêmicas e até mesmo em outras células 


diferenciadas normais, embora ausente das células- 
tronco, é possível obter uma população destas últimas 
sem células tumorais, que pode ser usada para 
recuperar a função hematopoética dos pacientes depois 
tratados radicalmente para destruir as células 
leucémicas. Outra abordagem é a seleção positiva das 
células-tronco utilizando o marcador CD34. 
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Figura 17.19 Tratamento da leucemia com transferência de medula óssea alogênica. A medula óssea alogênica linfodepletada 
(sem células T) fornece células-tronco para “recuperar” o paciente tratado por citoablação. As células T do doador, depois de 
transfectadas com timidinoquinase (TK), facilitam a adaptação do enxerto, conferem proteção contra infecção e eliminam as células 
tumorais residuais por uma reação enxerto-versus-leucemia. Por fim, as células alorreativas causam doença enxerto-versus- 
hospedeiro e podem ser eliminadas com a administração de ganciclovir. Esse fármaco é convertido pela TK em um análogo 
nucleosidico que, por fim, torna-se tóxico às células em divisão. A alternativa ilustrada é destruir as células leucémicas por 
suplementação da medula alogênica depurada com um clone de CTL específicas para o peptidio leucémico produzido em células T 
independentes. (Baseada nos artigos de Cohen J.L., Boyer O. & Klatzmann D. (1999) Immunology Today 20, 172; e Stauss H.J. 
(1999) Immunology Today 20, 180.) 


Imunoterapia passiva com anticorpos 
monoclonais 


estabelecida no paciente, mas não no doador de CTL alogê- 
nicas (que será exposto aos peptídios processados diferentes) 


(veja a p. 441). Um avanço ainda mais engenhoso seria trans- 
fectar o receptor com os genes que codificam o receptor da 
célula T do clone de CTL alogênicas. 


Depois de muitos alvoreceres falsos, os anticorpos monoclo- 
nais finalmente começam a cumprir suas promessas iniciais, 


e alguns dos resultados mais promissores das abordagens imu- 
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noterápicas ao tratamento do câncer foram conseguidos com 
anticorpos monoclonais humanizados. Como já detalhado 
(veja o Capítulo 6), as primeiras tentativas de usar anticorpos 
monoclonais de camundongos com finalidades terapêuticas 
foram gravemente dificultadas pelas respostas imunes vigoro- 
sas contra as sequências estranhas existentes nos anticorpos 
desses animais, ou seja, a chamada resposta humana antica- 
mundongo (HAMA, do inglés, human anti-mouse antibody). 
Além disso, os anticorpos desses animais geralmente não con- 
seguiam produzir as ações citotóxicas desejáveis contra o 
câncer, tais como ativação do complemento e ADCC. Hoje 
em dia, essas dificuldades iniciais foram superadas e vários 
anticorpos monoclonais “humanizados” (veja o Capítulo 
6 para detalhes adicionais de como os anticorpos podem ser 
desenvolvidos artificialmente por vários métodos) começaram 
a ser estudados clinicamente, e 12 anticorpos monoclonais 
dirigidos contra receptores da superfície celular foram apro- 
vados para uso terapêutico no câncer (Tabela 17.2). No início 
deste capítulo, descrevemos o exemplo do HER2 (receptor 
2 do fator de crescimento epidérmico humano; também 
conhecido como Neu ou erb-B2), que faz parte de uma 
família de receptores do fator de crescimento epidérmico, 
bem como sua expressão aumentada em um subgrupo do 
câncer de mama (Figura 17.6). Essa descoberta resultou no 
desenvolvimento dos anticorpos monoclonais dirigidos 
contra o HER2 (Herceptin®), que se mostrou eficaz contra 
os tumores que expressam este antígeno; em 1998, o 
Herceptin? foi aprovado para o tratamento do câncer. Depois 
desse sucesso, anticorpos dirigidos contra várias outras molé- 
culas da superfície celular (incluindo CD20, receptor do EGF 


e VEGF) foram aprovados para uso terapêutico e, hoje em 
dia, muitos outros estão em investigação clínica. Além disso, 
o site de experiências clínicas do NIH relaciona atualmente 
mais de 1.600 estudos clínicos (em andamento ou concluí- 
dos) com anticorpos monoclonais dirigidos contra vários 
antígenos da superfície das células neoplásicas. Desse modo, 
é muito provável que vejamos a introdução de vários outros 
anticorpos monoclonais na prática clínica dos próximos anos, 
seja como agentes terapêuticos isolados ou como coadjuvan- 
tes da quimioterapia tradicional. 

Os anticorpos dirigidos contra o HER2 parecem atuar 
bloqueando os sinais que estimulam o crescimento e são 
propagados por essa família de receptores do EGF. Embora o 
HER2 não pareça ligar-se diretamente ao EGF (ainda não foi 
definido um ligante para este receptor), ele pode formar hete- 
rodímeros com outros membros da mesma família de recep- 
tores que se ligam a este fator. Desse modo, os anticorpos 
dirigidos contra o receptor HER2 provavelmente interferem 
com a sinalização dos fatores de crescimento dependentes do 
EGE assim como com os sinais espontâneos do HER2, que 
são produzidos em consequência de sua expressão aumentada 
na superfície celular; desse modo, esses anticorpos provocam 
o bloqueio do crescimento, em vez da destruição dos tumo- 
res HER2-positivos. Contudo, por meio da utilização dos 
camundongos que não possuem receptores Fcy, pesquisadores 
também sugeriram uma função importante para as respostas 
de ADCC mediadas pelas células NK como mecanismo de 
ação do Herceptin”. 

Em geral, os anticorpos que reagem com os antígenos da 
superfície das células tumorais também podem proteger o 


Tabela 17.2 Alguns mAbs aprovados ou em fase final de experiência clínica para o tratamento do câncer. 


(Dados de Adams G.P. & Weiner L.M. (2005) Nature Biotechnology 23, 1147.) 


Antígeno-alvo Formato Indicação 
HER2/neu Não conjugado Câncer de mama 
CD20 Não conjugado Linfoma 

CD20 Conjugado ao “Y e ao "| Linfoma 


Receptor do EGF 


Não conjugado 


Câncer colorretal e cânceres 


da cabeça e do pescoço 
VEGF Não conjugado Cânceres colorretal e 
pulmonar 
CD52 Não conjugado Leucemia linfocítica crônica 
CD33 Conjugado a um fármaco Leucemia mielógena crônica 


DNA-associado 


Conjugado ao “I 


Câncer pulmonar avançado 


GD2 Não conjugado Neuroblastoma 
CTLA-4 Não conjugado Melanoma 
MHC classe II Nao conjugado Linfoma nao Hodgkin 


Condição atual 

Aprovado para uso terapêutico 
Aprovado para uso terapêutico 
Aprovado para uso terapêutico 


Aprovado para uso terapêutico 


Aprovado para uso terapêutico 


Aprovado para uso terapêutico 
Aprovado para uso terapêutico 
Aprovado para uso terapêutico 
Fases finais de investigação clínica 
Fases finais de investigação clínica 


Fases finais de investigação clínica 


hospedeiro por opsonização e citólise (modificada pelas pro- 
teínas reguladoras do complemento do hospedeiro) mediadas 
pelo complemento e por recrutamento dos macrófagos e da 
função de ADCC das células NK por ativação dos receptores 
FcyRIII, embora esta última ação seja parcialmente anulada 
pelos inibidores dos sinais do FcyRII no caso dos macrófagos. 
Essas células que têm FcR atuam não apenas como efetores 
citotóxicos, mas também como superfícies polivalentes que 
ampliam a ligação cruzada com as células-alvo recobertas por 
anticorpos; desse modo, em muitos casos, essas células emitem 
um sinal transmembrana que acarreta apoptose ou bloqueio 
prematuro do ciclo celular. Esse efeito parece sensibilizar as 
células neoplásicas à irradiação e à quimioterapia deletéria ao 
DNA e abre a perspectiva excitante de desenvolver novas 
abordagens terapêuticas sinérgicas, cuja eficácia pode ser 
aumentada pela imunogenicidade maior das células em pro- 
cesso de destruição. 

Há muitos anos, os imunologistas ficam extasiados diante 
da possibilidade de eliminar as células tumorais com anticor- 
pos específicos ligados a uma molécula destruidora e, na 
verdade, existem inúmeras abordagens engenhosas neste 
sentido. Existe o axioma de que os fragmentos multiméricos 
ligam-se mais avidamente que os fragmentos monoméricos, 
principalmente em razão de menores taxas de quebra de con- 
tinuidade (veja a p. 121); os fragmentos na faixa de 60 a 
120 kDa são ideais para direcionamento dos tumores sólidos 
— a penetração é difícil porque são muito grandes e a secre- 
ção renal é excessivamente rápida porque são muito peque- 
nos. Os fragmentos monovalentes incluem Fy, scFv 
selecionado pelo antígeno dos repertórios de fagos (veja a 
p- 152) e dominios Vy baseados nas alças CDR grandes dos 
anticorpos contra as cadeias pesadas de camelo e lhama. No 
caso dos polímeros, existem os dianticorpos bivalentes e bies- 
pecíficos (procure entender a diferença) (veja a p. 153), os 
trianticorpos trivalentes e triespecíficos, os tetranticorpos, e 
os Fabs ligados na forma de dímeros ou trímeros. 


Imunoconjugados terapêuticos 


Embora os anticorpos isolados sejam eficazes em algumas 
situações, os imunoconjugados estão entre os avanços mais 
excitantes realizados, principalmente no que se refere aos 
tumores sólidos. Os imunoconjugados terapêuticos consistem 
em um anticorpo dirigido contra o tumor ligado a um com- 
ponente efetor tóxico, que pode ser um radioisótopo, uma 
toxina ou um fármaco com molécula pequena. As primeiras 
tentativas de tratar tumores com imunoconjugados foram 
desapontadoras, principalmente porque as cargas úteis 
citotóxicas conjugadas aos mAb eram fármacos quimioterá- 
picos tradicionais (tais como a doxorrubicina), que não eram 
suficientemente tóxicos quando administrados em doses 
baixas. Estudos de dosimetria utilizando radioimunoconju- 
gados sugeriram que quantidades muito modestas (entre 
0,01% e 0,001%) do anticorpo administrado por grama de 
tumor sólido realmente alcançavam o foco do tumor. Desse 
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modo, se a dose inicial administrada ao paciente fosse de 
10 micromolares (uma dose muito grande para a maioria dos 
agentes citotóxicos) e menos de 0,01% desta dose realmente 
chegasse ao tumor, isto significaria efetivamente que o fármaco 
ou a toxina efetora precisaria atuar na faixa picomolar. A 
natureza do problema pode ser entendida quando se consi- 
dera que muitos agentes quimioterápicos convencionais são 
eficazes na faixa micromolar ou nanomolar alta. 

Essa limitação suscitou uma busca por moléculas muito 
mais tóxicas que pudessem atuar como conjugados e inicial- 
mente as toxinas pareciam encaixar. As toxinas proteicas 
como a exotoxina da Pseudomonas e a toxina da difteria são 
altamente tóxicas in vitro e são ativas nos modelos animais, 
mas também se mostraram altamente imunogênicas nos seres 
humanos e também induzem rapidamente a produção de 
anticorpos neutralizantes que limitam sua eficácia e a possi- 
bilidade de administrar doses repetidas: um problema conhe- 
cido como resposta do anticorpo antitoxina humana (HATA, 
do inglês, human anti-toxin antibody). Em alguns casos, pra- 
ticamente 100% dos pacientes desenvolveram respostas 
HATA durante a segunda série de tratamento com um imu- 
noconjugado de toxina. Independentemente da HATA, outra 
desvantagem dos imunoconjugados de toxina é uma sín- 
drome que parece resultar da lesão endotelial inespecífica 
induzida pela toxina, também conhecida como síndrome do 
extravasamento vascular, que também reduz as doses 
máximas toleráveis desses conjugados. Entretanto, quando os 
pacientes estão profundamente imunossuprimidos (p. ex., no 
caso das neoplasias malignas hematológicas), os imunoconju- 
gados de toxina produzem efeitos benéficos; pesquisadores 
relataram índices de remissão completa muito impressionan- 
tes (na faixa de 70%) nos pacientes com tricoleucemia trata- 
dos com um conjugado anti-CD20-toxina de Pseudomonas. 

Outra abordagem perseguida há vários anos pretende 
agora explorar as propriedades citotóxicas dos radionuclídios 
(como iodo-131 e ftrio-90) para irradiar o tumor com extrema 
precisão. Várias experiências clínicas foram realizadas com 
radioimunoconjugados, e embora tenham ocorrido alguns 
sucessos notáveis (p. ex., conjugados anti-CD20 marcados 
com ”Y e ''] para tratar linfoma não Hodgkin), os resultados 
geralmente foram desanimadores. Tem sido difícil assegurar 
eficácia terapêutica com muitos radioimunoconjugados sem 
ultrapassar a dose tolerada máxima, e os efeitos colaterais 
(incluindo mieloablação) são frequentes. Alguns pesquisadores 
tentaram reduzir esses efeitos tóxicos inespecíficos utilizando 
emissores de partículas a (p. ex., astatina-211), que têm dis- 
tâncias de penetração muito mais curtas que os emissores B, 
atenuando os danos colaterais às outras células. Essas manipu- 
lações produzem o efeito desejado, porque são absorvidas 
doses até 1.000 vezes maior pelos órgãos-alvos com os emis- 
sores O, em comparação com seus correspondentes emissores 
P. Contudo, toda prataria tem manchas, ou assim parece; os 
radioimunoconjugados de partículas a têm meias-vidas na 
faixa de 60 min a algumas horas ou mais, tornando imprati- 
cável sua utilização clínica rotineira. 
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Por fim, a busca por moléculas tóxicas na faixa picomolar 
alta resultou na descoberta dos inibidores da polimerização da 
tubulina (p. ex., auristatina) e moléculas que causam rupturas 
da hélice dupla de DNA (caliqueamicina e esperamicina). Uma 
característica muito interessante desses fármacos é que sua con- 
jugação ao anticorpo frequentemente os converte em um pro- 
fármaco, que precisa ser desligado do anticorpo para recuperar 
sua atividade, Como o elo de ligação entre o fármaco e o 
anticorpo é estável no sangue, o conjugado é praticamente 
atóxico até que seja ligado e interiorizado por uma célula-alvo 
positiva para o antígeno. Hoje em dia, muitos desses imuno- 
conjugados farmacológicos estão em fase de experimentação 
clínica ou foram aprovados para tratar alguns cânceres, 
incluindo: leucemia mieloide aguda (anti-CD33-caliqueami- 
cina); cânceres colorretais e pancreáticos (anti-CanAg-DM1); 
carcinoma de pulmão de células pequenas (anti-CD56-DM1) 
e várias outras neoplasias malignas (anti-HER2/neu-DM1). 
Cientistas também realizam esforços consideráveis para desen- 
volver compostos citotóxicos ainda mais potentes para a pre- 
paração de imunoconjugados farmacológicos. Em razão de sua 
estabilidade, potência e utilidade clínica, os imunoconjugados 
farmacológicos pequenos provavelmente terão papel proemi- 
nente dentro de pouco tempo. 


Ataque à irrigação sanguínea do tumor 


No caso dos tumores sólidos, existem dois alvos principais. 
O primeiro seriam as micrometástases residuais mínimas 
na medula óssea, que se formam em um terço à metade dos 
pacientes com câncer epitelial depois do tratamento radical 
curativo da lesão primária. O segundo seria o tecido reativo 
produzido pelo processo maligno, tal como fibroblastos 
estrômicos que expressam a glicoproteína F19 e vasos sanguí- 
neos recém-formados. 

Como mencionamos anteriormente, os tumores geral- 
mente não conseguem crescer mais de 1 mm de diâmetro sem 
o suporte dos vasos sanguíneos formados por indução do 
tumor ou pela secreção de fatores angiogênicos (p. ex., VEGF). 
Os vasos recém-formados são bioquímica e estruturalmente 
diferentes dos vasos sanguíneos normais em repouso e, desse 


Transformação celular 

m O câncer geralmente é causado por 
anormalidades genéticas que afetam os genes que 
estimulam a proliferação e por lesões que 
interferem com a eliminação das células por 
apoptose. 

E O câncer não é uma doença única e representa 
um espectro amplo de distúrbios causados pela 
falência dos mecanismos de controle que 


modo, constituem alvos diferenciados para os anticorpos 
monoclonais terapêuticos, ainda que as próprias células neo- 
plásicas do tumor sólido sejam menos suscetíveis aos anticorpos 
dirigidos contra os antígenos específicos da sua superfície. 
Desse modo, os receptores para VEGF e Eph, fibronectina 
oncofetal, metaloproteases matriciais MMP-2 e MMP-9 e mar- 
cadores dos pericitos como aminopeptidase A e proteoglicano 
NG2 provavelmente estão expressos seletivamente em grandes 
quantidades nos vasos sanguíneos formados durante a angio- 
gênese. Consequentemente, esforços consideráveis têm sido 
envidados no sentido de desenvolver inibidores da angiogênese, 
tais como anticorpos monoclonais humanizados contra VEGF 
e seu receptor principal VEGF-R2. 

Uma abordagem importante e inesperadamente bem-suce- 
dida é identificar os peptídios que se localizam especificamente 
nas células endoteliais de determinados tumores por injeções 
de repertórios de fagos peptídicos in vivo. Um dos painéis de 
moléculas peptídicas desenvolvidos por essa abordagem é o 
RGD do peptídio cíclico CDCRGDCFC, que se liga seletiva- 
mente às integrinas OB; e ay, que são comprovadamente 
hiper-reguladas nas células endoteliais dos tumores angiogêni- 
cos. Em sua aplicação terapêutica, esses peptídios podem ser 
ligados aos fármacos apropriados (p. ex., doxorrubicina) ou a 
um peptídio pró-apoptótico. Em geral, certamente existe um 
número expressivo de alvos para essas “pílulas mágicas”. 


Inibição da produção das citocinas 
proinflamatórias no ambiente do tumor 


Com base na observação de que a produção das citocinas 
proinflamatórias pelos macrófagos e fibroblastos associados 
aos tumores pode comumente ser benéfica ao câncer, pode 
haver situações nas quais os anticorpos neutralizantes dirigi- 
dos contra IL-6 e TNE, além de outras citocinas proinflama- 
tórias, poderiam produzir efeitos benéficos no sentido de 
reduzir a irrigação sanguínea e a rede de suporte estrômico 
nas proximidades do tumor. Estudos realizados com camun- 
dongos demonstraram que os anticorpos neutralizantes contra 
TNE assim como os inibidores do NF«B, podem ter efeitos 
protetores nos modelos de câncer de mama e intestino grosso. 


normalmente regulam a proliferação, a 
diferenciação e a sobrevivência das células. 

E A transformação celular é um processo que 
envolve várias etapas e consiste na aquisição de 
uma série de mutações dos oncogenes e dos 
genes supressores tumorais, que se somam para 
produzir o estado totalmente transformado. 

m A incidência dos cânceres varia nos diferentes 
tecidos. 


m Os agentes mutagênicos, incluindo vírus, facilitam 
a transformação celular. 


Existem vários mecanismos celulares intrínsecos 

de supressão tumoral 

E A necessidade de contar com fatores de 
crescimento normalmente impede a proliferação 
desordenada. 

E O encurtamento dos telômeros funciona como 
obstáculo à transformação celular. 

E As proteínas supressoras tumorais monitoram a 
divisão celular e podem utilizar algumas 
contramedidas para detectar danos ao DNA ou 
sinalização mitogênica anormal, incluindo: reparo 
do DNA, senescência celular prematura ou 
apoptose. 


O problema do câncer sob a perspectiva 

imunológica 

m Em geral, as células transformadas não são 
altamente imunogênicas e, por essa razão, não 
são reconhecidas pelas células do sistema imune. 

m Os cânceres não têm PAMP e contêm poucos 
determinantes estranhos. 

E A inexistência de coestimulação pelas células T 
pode tornar o sistema imune tolerante aos 
antígenos tumorais. 

E As citocinas inflamatórias podem favorecer o 
crescimento tumoral. 


Antígenos tumorais 

E Hoje em dia existem descritos vários antígenos 
tumorais em potencial, mas a maioria é específica 
para determinado tumor e não é compartilhada por 
todos os indivíduos. 

E Os peptídios processados derivados dos vírus 
oncogênicos são antígenos potentes de 
transplante associados ao MHC. 

E Alguns tumores expressam genes silenciados nos 
tecidos normais: em alguns casos, esses genes 
foram previamente expressos na vida embrionária 
(antígenos oncofetais). 

E Muitos tumores expressam antígenos fracos 
associados às mutações pontuais dos oncogenes 
como ras e p53. Os peptídios apresentados pelas 
proteínas 70 e 90 do choque térmico são 
antígenos tumorais singulares induzidos 
quimicamente. A Ig de superfície das células da 
leucemia linfocítica crônica (LLC) é um antígeno 
tumoral específico singular. 

E A desregulação das células tumorais 
frequentemente causa anormalidades estruturais 
dos carboidratos da superfície celular. 
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E Os éxons v6 e v10 do CD44 estão relacionados 
diretamente com o potencial metastático. A perda 
dos determinantes do grupo sanguíneo A acarreta 
prognósticos desfavoráveis. 


Resposta imune aos tumores 

E As células T geralmente elaboram sistemas 
eficazes de vigilância contra tumores associados 
aos vírus oncogênicos ou à indução por radiação 
UV, que são altamente imunogênicos. 

E Os tumores imunogênicos mais fracos não são 
controlados pelos mecanismos de vigilância das 
células T, embora sejam produzidas respostas 
brandas em alguns casos. 

E As células NK provavelmente desempenham um 
papel importante na contenção do crescimento e 
das metástases tumorais. Essas células podem 
atacar as células tumorais negativas para MHC 
classe |, porque as moléculas dessa classe emitem 
um sinal de inativação negativa às células NK. O 
subgrupo A-NK, que expressa níveis altos de 
moléculas de adesão, é mais citotóxico para as 
Células tumorais recém-formadas. 

E Os tumores utilizam vários mecanismos para fugir 
das respostas imunes do hospedeiro, sugerindo 
que o sistema imune exerce pressão seletiva nos 
tumores. 


A infecção e a inflamação podem facilitar a 

formação, o desenvolvimento e a progressão 

dos tumores 

E A expressão do TLR pelos tumores pode facilitar 
seu crescimento e sua sobrevivência reforçando a 
hiper-regulação dependente do NFxB das 
proteínas antiapoptóticas, que podem tornar os 
tumores resistentes ao estresse. A ativação do 
NFxB estimulada pelo TLR também resulta na 
produção de citocinas como IL-1 e IL-6, que 
podem produzir efeitos autócrinos facilitadores do 
crescimento. 

E O ambiente inflamatório pode favorecer a mutação 
em consequência da formação das espécies 
reativas do oxigênio e do nitrogênio, que podem 
causar danos ao DNA e provocar mutações que 
promovem a transformação celular. 

E Algumas mutações oncogênicas podem aumentar 
a produção das citocinas e quimiocinas 
proinflamatórias e, desse modo, recrutar células 
do sistema imune inato que podem aumentar a 
proliferação do tumor, a formação de novos vasos 
sanguíneos (angiogênese) e a disseminação do 
tumor. 
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Abordagens de imunoterapia antineoplásica 

E A imunoterapia provavelmente atua apenas depois 
da redução da massa tumoral. 

E Os mecanismos imunes inatos podem ser 
reforçados. As concentrações altas de IL-2 podem 
ampliar as respostas ao melanoma maligno e 
outros tumores, enquanto a IL-12 pode ser eficaz 
contra doença residual mínima. O IFNy e o IFNB 
são muito eficazes nos distúrbios das células T, na 
tricoleucemia e na micose fungoide, mas são 
menos eficazes (embora ainda em níveis 
significativos) no sarcoma de Kaposi e em vários 
linfomas; esses fatores podem ser usados 
sinergicamente com outros tratamentos. O 
GM-CSF aumenta a proliferação e reduz a 
leucemogenicidade das leucemias mieloides 
murinas. 

E As vacinas contra o câncer baseadas em proteínas 
virais oncogênicas provavelmente são eficazes e 
oferecem uma abordagem profilática contra os 
cânceres induzidos por vírus (tais como o 
carcinoma da cérvice). 

E Os tumores pouco imunogênicos provocam 
respostas antineoplásicas quando suas células são 
administradas com um adjuvante (p. ex., BCG) ou 
são transfectadas com moléculas coestimuladoras 
(p. ex., B7 e citocinas IFNy, IL-2, IL-4 e IL-7). 

m As CTL CD8* são preferíveis para o ataque aos 
tumores sólidos, enquanto as células T auxiliares 
CD4* provavelmente são necessárias à 
persistência e à função efetora máxima das células 
T CD8*. 

E Varios antígenos tumorais em potencial foram 
identificados e pesquisadores têm envidado 
esforços significativos nas pesquisas com 


peptídios usados como vacinas de subunidades. A 
imunogenicidade desses antígenos pode ser 
aumentada por sua combinação com as proteínas 
do choque térmico e por fatores acessórios como 
GM-CSF, bloqueio da CTLA-4 e estimulação com 
anti-CD40. 

E As experiências clínicas com vacinas baseadas em 
peptídios foram desapontadoras, mas a 
imunoterapia baseada na transferência de células 
adotivas utilizando células T CD8* expandidas tem 
se mostrado mais promissora. 

E Pesquisadores desenvolveram imunógenos 
potentes por estimulação das células dendríticas 
apresentadoras de antígenos com peptídios 
derivados dos antígenos do melanoma e das 
regiões estruturais da Ig da LLC. 

m Uma reação de enxerto-versus-leucemia é 
conseguida pelas CTL alogênicas ou pelo 
transplante de medula óssea alogênica com 
medidas para atenuar a doença 
enxerto-versus-hospedeiro. 

E Os anticorpos monoclonais conjugados aos 
fármacos, às toxinas ou aos radioisótopos podem 
ser dirigidos contra as células tumorais ou os 
antígenos dos vasos sanguíneos recém-formados, 
ou aos fibrolastos estrômicos reativos associados 
ao câncer. Resultados terapêuticos 
impressionantes foram conseguidos com os 
anticorpos contra CD20 do linfoma de células B, 
anti-CD33 da leucemia mieloide, anti-MUC-1 do 
câncer de ovário e anti-c-erbB2 expresso 
exageradamente nos cânceres de mama. Os 
anticorpos bifuncionais podem aproximar as 
células efetoras (incluindo células NK e Tc) do alvo 
tumoral. 
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Para lembrar 


Embora a maioria das respostas imunes seja benéfica porque recruta 
anticorpos, complemento, células fagocíticas, linfócitos e outros elementos 
de modo a eliminar os patógenos infecciosos, algumas vezes a imunidade é 
dirigida inadvertidamente contra antígenos que não constituem uma ameaça. 
O termo hipersensibilidade é usado comumente para descrever essas 
reações. Isso inclui os danos teciduais causados pelas respostas do sistema 
imune aos antígenos ambientais que deveriam ser inócuos (p. ex., alergia) e 
a rejeição dos tecidos estranhos introduzidos no corpo pelo procedimento 
do transplante. É evidente que os mecanismos que produzem a diversidade 
dependente da recombinação dos genes dos receptores de antígeno V(D)J 
dos linfócitos podem resultar no reconhecimento específico de praticamente 
qualquer antígeno. Um inconveniente dessa flexibilidade é que alguns dos 
receptores de antígenos produzidos são capazes de reconhecer os 
componentes do próprio organismo — autoantígenos. Em geral, as células 
autorreativas potencialmente patogênicas (p. ex., que possuem receptores 
de alta afinidade) são “descartadas” pelos mecanismos de tolerância 
centrais e periféricos, resultando em deleção ou anergia clonal, ou são 
contidas pelas células T reguladoras. 


Introdução 


Em todos os indivíduos, há certo grau de reconhecimento do que é próprio 
(self). Na verdade, as células T precisam ser selecionadas positivamente no 


Introdução (continuação) 
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timo para que possam reconhecer o MHC próprio (p. 301). Além disso, as células B autorreativas e as 
células T reativas aos complexos de peptídio-MHC próprios são detectáveis na circulação de todos os 
indivíduos, assim como ocorre com os autoanticorpos (i. e., anticorpos capazes de reagir aos componentes 
próprios). Nos indivíduos sem doença autoimune, esses anticorpos são predominantemente autoanticorpos 
de baixa afinidade da classe IgM, geralmente produzidos pelas células B-1 CD5* como parte do espectro de 
anticorpos “naturais” (p. 308). O termo doença autoimune é usado quando a autoimunidade causa alguma 
alteração patológica. Na verdade, a autoimunidade não patogênica facilita a eliminação das células e das 
moléculas desgastadas ou danificadas. Desse modo, um nível baixo de autoimunidade parece ser a norma e 
geralmente não resulta em distúrbio patológico. Contudo, quando a tolerância imunológica não consegue 
eliminar ou controlar os linfócitos autorreativos patogênicos, as doenças autoimunes ocorrem. 


O espectro das doenças autoimunes 


De qualquer modo, uma minoria expressiva dos indivíduos 
(estimada em 5% a 8% da população) desenvolve doenças 
autoimunes. Quando ocorrem, a maioria dessas doenças per- 
siste por toda a vida. Embora algumas sejam relativamente 
brandas, um número razoável causa morbidade e mortalidade 
significativas. 

Na verdade, nem sempre está claro se determinado dis- 
túrbio clínico realmente é uma “doença autoimune”, ou 
uma doença cuja causa primária não é um distúrbio autoi- 
mune, mas que está associada aos fenômenos autoimunes 
(Tabela 18.1). Algumas dessas doenças, tais como psoríase 
e aterosclerose, estão descritas nas seções subsequentes deste 


Tabela 18.1 Critérios de classificação das doenças 
autoimunes. Não é necessário obrigatoriamente que 
todos esses critérios sejam preenchidos, porque 


certamente não será possível em muitos casos 
demonstrar a transferência da doença pelo soro e/ou 
linfócitos autorreativos nos seres humanos. 


Indícios de que uma doença é autoimune 


Achado de altos títulos de autoanticorpos e/ou linfócitos 
autorreativos in vivo 


Ligação dos autoanticorpos e/ou reatividade das células 
T ao autoantígeno in vivo 


Transferência da doença pelo soro e/ou linfócitos 
autorreativos 


Imunopatologia compatível com processos mediados por 
mecanismos autoimunes 


Efeito benéfico das intervenções imunossupressoras 
Exclusão das outras causas possíveis para a doença 
Associação ao MHC 


Semelhança entre os modelos animais e a doença 
humana 


capítulo. Também existem algumas doenças autoinflamató- 
rias, como as síndromes febris periódicas hereditárias 
(p. 383), que se caracterizam pela ausência de altos títulos 
de autoanticorpos ou células T específicas para os autoantí- 
genos. Esses distúrbios são atribuídos à disfunção dos com- 
ponentes do sistema imune inato e, por essa razão, não 
dependem da supressão da tolerância imunológica especí- 
fica, que também está diretamente associada às doenças 
autoimunes clássicas. 

Nas doenças autoimunes clássicas, a distribuição tecidual 
do autoantígeno determina em grande parte se a doença é 
“órgão-específica” ou “órgão-inespecífica”. A doença de 
Hashimoto é um exemplo dos casos em que os antígenos 
reconhecidos estão praticamente limitados a um único órgão, 
neste caso a tireoide (Figura 18.1a). Nessa doença, há uma 
lesão específica dessa glândula endócrina, que consiste em 
infiltração por células mononucleares (linfócitos, macrófagos 
e plasmócitos), destruição das células epiteliais da tireoide e 
formação dos centros germinativos com produção subse- 
quente de anticorpos circulantes, que são específicos para os 
antígenos da glândula (Marco histórico 18.1). Contudo, em 
algumas outras doenças, a lesão tende a localizar-se em um 
único órgão, embora os anticorpos sejam órgão-inespecíficos. 
Um bom exemplo seria a cirrose biliar primária, na qual os 
pequenos dúctulos biliares são os alvos principais da infiltra- 
ção por células inflamatórias, mas os anticorpos séricos pre- 
sentes (principalmente mitocondriais) não são específicos 
para o fígado. 

As doenças autoimunes órgão-inespecíficas, como o 
próprio nome sugere, são sistêmicas e geralmente têm um 
componente reumático. O lúpus eritematoso sistêmico 
(LES) é um excelente exemplo de uma doença na qual os 
anticorpos antinucleares (ANA) estão presentes e reagem com 
os núcleos de todos os tipos de células (Figura 18.1b) e as 
lesões não se limitam a um órgão específico. As alterações 
patológicas são generalizadas e ocorrem na pele (a erupção 
“lúpica” em asa de borboleta na face é típica), nos glomérulos 
renais, nas articulações, nas serosas, nas hemácias e nos vasos 


sanguíneos. 
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Figura 18.1 Exame com anticorpos fluorescentes nas 
doenças autoimunes. (a) Os anticorpos contra peroxidase 
tiredidea coram as células epiteliais da tireoide. (b) Coloração 
nuclear difusa de um corte da glândula tireoide com anticorpos 
contra nucleoproteina em um paciente com lúpus eritematoso 
sistêmico. (Cedida gentilmente por F. Bottazzo.) 


(by 


Marco histérico 18.1 A descoberta da autoimunidade tiredidea 


Há mais de um século (em 1900), Sergei Metalnikoff relatou © E K z i 
que alguns animais do sexo masculino conseguiam produzir / ames eesti ia RMS: 
anticorpos que reconheciam seus próprios a A xg Be 
espermatozoides. Entretanto, esses anticorpos nao eram A Ş ; É 


patogênicos e, naquela época, era amplamente aceita a 
hipótese do eminente cientista Paul Ehrlich, que propunha 
que o organismo não produziria respostas imunes deletérias 
contra si próprio (uma condição que Ehrlich descrevia como 
“pavor autotóxico”). Entretanto, pouco depois foram e 
publicados relatos de autoimunidade contra os eritrócitos » ; 
(Donath e Landsteiner, 1904) e o cristalino (Krusius, 1910). Cad SRO * 
No inicio da década de 1930, Thomas Rivers e i 
colaboradores desenvolveram o modelo experimental da Pia i 
encefalomielite alérgica experimental (EAE) e forneceram 
evidências de que as células imunes podiam atacar o 
encéfalo. No entanto, durante a primeira metade do século 
XX, havia um clima geral de ceticismo em torno da hipótese 
de que a autoimunidade pudesse causar doença. Porém, 
durante a década de 1940, foram publicados mais estudos 
descrevendo o que pareciam ser doenças autoimunes. Por 
fim, todos os céticos renitentes foram convencidos em 
1956, quando, surpreendentemente, três estudos 
importantes publicados em regiões distantes do mundo 
estabeleceram um elo entre autoimunidade e patologia da 
tireoide. 

Em Boston (EUA), Noel Rose e Ernest Witebsky 
imunizaram coelhos com extrato de tireoide desses animais 
em combinação com o adjuvante de Freund completo. É 
possível imaginar a decepção de Witebsky e o prazer de 
Rose quando perceberam que esse procedimento havia 


Figura M18.1.1 Tireoidite autoimune experimental. 

(a) Arquitetura folicular da tireoide normal. (b) Tireoidite 
produzida por imunização com extrato de tireoide de ratos 
combinado com adjuvante de Freund completo; as células 
inflamatórias crônicas haviam infiltrado e destruído a estrutura 
folicular. (Baseada nas experiências de Rose N.R. & Witebsky 
E. (1956) Journal of Immunology 76, 417-427.) 

(c) Semelhança entre as lesões da doença autoimune 
humana natural e a tireoidite experimental. 
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9 Marco histórico Continuação 


resultado na formação de autoanticorpos contra a tireoide e 
na destruição inflamatória crônica da arquitetura da glândula 
(Figura M18.1.1a,b). 

Ao perceberem a redução do nível sérico das 
gamaglobulinas depois da remoção do bócio associado à 
tireoidite de Hashimoto e a semelhança histológica 
(Figura M18.1.1c) com a histopatologia dos coelhos de 
Rose e Witebsky, Ivan Roitt, Deborah Doniach e Peter 
Campbell (Londres, Reino Unido) investigaram a hipótese 
de que os plasmócitos da tireoide poderiam estar 
produzindo um autoanticorpo contra algum componente 
glandular e, desse modo, causariam os danos teciduais e a 
resposta inflamatória crônica. De fato, os soros dos 
primeiros pacientes testados continham anticorpos 
precipitantes contra um autoantígeno dos extratos de 
tireoide normais, que pouco depois foi identificado como 
tireoglobulina (Figura M18.1.2). 


Figura M18.1.2 Autoanticorpos tireóideos no soro de um 
paciente com doença de Hashimoto, demonstrados por 
precipitação em ágar. O soro de teste está incorporado ao 
ágar na parte inferior do tubo; a camada intermediária contém 
apenas ágar, enquanto o autoantígeno está presente na camada 
superior. À medida que o anticorpo sérico e o autoantigeno 
tireóideo difundem-se um na direção do outro, eles formam uma 
zona de precipitado opaco na camada intermediária. Os 
controles de solução salina e extrato renal são negativos. 
(Baseada em Roitt I.M., Doniach D., Campbell PN. & Hudson 
R.V. (1956) Lancet ii, 820-821.) 


Por fim, Duncan Adams e Herbert Puerves (Dunedin, 
Nova Zelandia) buscaram um fator circulante que pudesse 
ser responsável pelo hipertireoidismo da doença de Graves. 
Esses pesquisadores injetaram o soro de um paciente em 
cobaias cujas tireoides foram previamente marcadas com 
131] e acompanharam a liberação do material marcado 
radioativamente pela glândula com o transcorrer do tempo. 
Enquanto o hormônio hipofisário natural tireoestimulante 
(TSH) produzia um pico de radioatividade sérica cerca de 4 
horas depois da injeção no animal testado, o soro obtido 
dos pacientes com doença de Graves produzia um efeito 
estimulador prolongado (Figura M18.1.3). Por fim, os 
pesquisadores demonstraram que o estimulador tireóideo 
de ação longa (LATS, do inglês, long-acting thyroid 
stimulator) era uma IgG, que simulava os efeitos do TSH por 
sua reação com os receptores deste último hormônio, mas 
que diferia quanto ao seu tempo de ação, em grande parte 
porque sua meia-vida era mais longa na circulação. 
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Figura M18.1.3 Estimulador tireóideo de ação longa 
associado à doença de Graves. A injeção do TSH causa 
liberação rápida do '*| pela tireoide dos animais pré- 
marcados, em contraste com a liberação prolongada que 
ocorre depois da injeção do soro retirado de um paciente 
com doença de Graves. (Baseada em Adams D.D. & 
Purves H.D. (1956) Proceedings of University of Otago 
Medical School 34, 11-12.) 
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A Tabela 18.2 relaciona algumas das doenças autoimunes 
mais prevalentes e seus autoanticorpos associados. Grande 
parte dos nossos conhecimentos sobre doença autoimune e o 
desenvolvimento de abordagens terapêuticas novas e efetivas 
foram possibilitados pelos estudos realizados com modelos 
animais (Tabela 18.3). 


Superposição dos distúrbios autoimunes 


Há uma tendência a que ocorram mais de um distúrbio 
autoimune no mesmo paciente e, quando isto acontece, a 
associação geralmente (embora nem sempre) consiste em 
doenças da mesma faixa do espectro autoimune órgão-espe- 
cífico ou órgão-inespecífico. Desse modo, os pacientes com 
tireoidite de Hashimoto têm incidência muito mais alta de 
anemia perniciosa do que se poderia esperar em uma popu- 
lação randômica pareada por sexo e idade (10% versus 0,2%). 
Por outro lado, a tireoidite de Hashimoto e a doença de 
Graves da tireoide são diagnosticadas nos pacientes com 
anemia perniciosa com uma frequência inesperadamente alta. 
Outra associação ocorre entre a doença de Addison (um dis- 
túrbio autoimune da glândula suprarrenal) e a doença tireói- 
dea autoimune. 

A superposição das anormalidades sorológicas é ainda 
maior. Trinta por cento dos pacientes com doença tireóidea 
autoimune também têm anticorpos contra células parietais 
(que são encontrados nos indivíduos com anemia perniciosa) 
facilmente detectáveis em seus soros. É importante ressaltar 
que esses anticorpos não têm reatividade cruzada. Os anticor- 
pos específicos contra tireoide não reagem contra o estômago 
e vice-versa. Quando um soro reage com dois órgãos, isto 
significa que existem duas populações de anticorpos — uma 
com especificidade contra tireoide e outra contra o 
estômago. 

As doenças autoimunes sistêmicas (p. ex., LES) estão asso- 
ciadas clinicamente a alguns outros distúrbios, incluindo 
artrite reumatoide (AR) e síndrome de Sjögren. Os anticorpos 
antinucleares e anti-IgG (fator reumatoide) são elementos 
comuns a essas doenças. 


Quais são as causas das doenças 
autoimunes? 


Fatores genéticos 


Os fenômenos autoimunes tendem a concentrar-se em deter- 
minadas famílias. Por exemplo, os parentes de primeiro grau 
(irmãos, pais e filhos) dos pacientes com doença de Hashimoto 
têm incidências altas de autoanticorpos tireóideos e tireoidites 
clínica e subclínica. Estudos paralelos demonstraram relações 
semelhantes nas famílias dos pacientes com anemia perni- 
ciosa, nas quais os anticorpos contra as células parietais do 
estômago eram prevalentes entre os parentes que desenvol- 
viam acloridria (níveis baixos ou indetectaveis de ácido clori- 
drico nas secreções gástricas) e gastrite atrófica. No caso 
específico do LES, o irmão de um paciente com a doença tem 


chance 20 vezes maior de desenvolver lúpus, em comparação 
com a população geral. A Figura 18.2 ilustra a genealogia de 
uma família com diabetes tipo 1, na qual a doença está rela- 
cionada com um haplótipo HLA específico definido sorolo- 
gicamente (veja adiante). 

Essas relações familiares poderiam ser atribuídas a fatores 
ambientais tais como microrganismos infecciosos, mas 
existem evidências inequívocas da participação dos fatores 
genéticos. Os dados obtidos em gêmeos são inquestionáveis. 
Quando a doença de Graves ou o diabetes tipo 1 (insulino- 
dependente) ocorre em gêmeos, o índice de concordância 
(i. e., os dois gêmeos são afetados) é muito maior nos 
gêmeos idênticos do que nos heterozigotos. Em segundo 
lugar, pesquisadores cruzaram algumas raças de animais que 
desenvolvem doença autoimune espontaneamente (Tabela 
18.3). Em outras palavras, a autoimunidade é programada 
geneticamente. Existe uma raça obesa de galinhas com 
tireoidite autoimune, camundongos diabéticos não obesos 
(NOD) que reproduzem o diabetes tipo 1 humano, e 
camundongos negros da Nova Zelândia (NZB) que sucum- 
bem à anemia hemolítica autoimune. Na verdade, o híbrido 
do camundongo NZB com outra raça — camundongo 
branco da Nova Zelândia (híbrido B x W) — desenvolve 
anticorpos antinucleares, incluindo contra DNA de hélice 
dupla (anti-dsDNA), além de glomerulonefrite fetal indu- 
zida por imunocomplexos, que são anormalidades essenciais 
do LES humano. 

Sem dúvida, a grande maioria das doenças autoimunes 
envolve vários genes de suscetibilidade no mesmo indivíduo 
(i. e., é poligênica). Existem alguns exemplos extraordina- 
riamente raros, nos quais o fator responsável é uma única 
mutação hereditária nos genes Foxp3 (que causa IPEX: dis- 
túrbio imune, poliendocrinopatia, enteropatia e síndrome 
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Figura 18.2 Correlação entre o haplótipo HLA e o início do 
diabetes melito (DM) tipo 1. Haplótipos: O A3, B14, DRG; IH 
A3, B7, DR4; £ A28, B51, DR4; e El A2, B62, C3 e DR4. A 
doença está relacionada com o haplótipo A2, B62, C3, DR4. O 
irmão de 3 anos tinha anticorpos contra a superfície das células 
das ilhotas pancreáticas, que surgiram 2 anos antes de ele 
desenvolver diabetes clínico, indicando o processo patológico 
longo que precedeu a doença. (Dados fornecidos por G.F. 
Bottazzo.) 


Tabela 18.2 Principais doenças autoimunes. Essa 
relação inclui apenas as doenças nas quais existem 
evidências claras de que a causa primária da 
patologia é uma agressão autoimune. Outras doenças 


que também podem ser autoimunes, mas nas quais a 
contribuição patogênica da autoimunidade precisa 
ser investigada com mais profundidade, estão 
descritas adiante (p. 520). 


Doença Prevalência (%) Autoanticorpos 
característicos 

Doença de 1,12 Receptor do TSH 

Graves (estimulador) 

Artrite 0,92 Proteínas 

reumatoide citrulinadas, Fc da 
IgG 

Doença de 0,55 Peroxidase tireóidea, 

Hashimoto tireoglobulina 

Síndrome de 0,37 SS-A, SS-B 

Sjögren 

Anemia 0,15 Fator intrínseco 

perniciosa 

Esclerose 0,14 Proteína básica da 

múltipla mielina 

Espondilite 0,13 Varias proteinas do 

ancilosante tecido conjuntivo e 
dos músculos 
esqueléticos 

Diabetes 0,12 Descarboxilase 

tipo 1 65 do acido 
glutamico, insulina, 
IA-2 

LES 0,08 dsDNA, Sm, U1RNP, 
SS-A, SS-B, 
histonas 


ligada ao X), AIRE (que causa a síndrome poliendócrina 
autoimune tipo 1) ou Fas ou ligante do Fas (sindrome linfo- 
proliferativa autoimune). Por essa razão, essas doenças são 
classificadas como imunodeficiências primárias e já foram 
mencionadas no Capítulo 14 (p. 389). Os estudos genômi- 
cos amplos dos genes de suscetibilidade forneceram alguma 
noção quanto à complexidade genética muito maior das 
doenças autoimunes clássicas. Até agora, essa abordagem 
identificou a participação de cerca de 20 loci de genes no 
diabetes tipo 1 dos camundongos NOD e de cerca de 25 ou 
mais Joci no LES murino. Em termos gerais, tanto nos 
camundongos quanto nos seres humanos, cada gene especí- 
fico é responsável por um aumento pequeno do risco. A 
combinação desses genes aumenta expressivamente as 
chances de desenvolver uma doença autoimune. 

As mais fortes associações genéticas com as doenças autoi- 
munes são correlacionadas com o complexo principal de 
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Tabela 18.3 Modelos animais de doenças 
autoimunes espontâneas e induzidas. Alguns 


exemplos selecionados entre o grande número de 
modelos utilizados. CFA, adjuvante de Freund 
completo. 


Modelo animal 
Espontâneas 


Camundongo diabético não 
obeso (NOD) 


Equivalente humano 


Diabetes tipo 1 


Galinhas de raça obesa Doença de Hashimoto 


Ratos transgênicos HLA-B27 Espondilite 
ancilosante 

Camundongo NZB Anemia hemolítica 
autoimune 

NZB x NZW F1 LES 

Camundongo MRL//pr LES 

Induzidas (por injeção de antígenos) 

Tireoidite autoimune Doença de Hashimoto 


experimental (TAE) 
Tireoglobulina com CFA 
injetados em camundongos 


Encefalomielite autoimune 
experimental (EAE) 

Proteína básica da mielina com 
CFA injetados em camundongos 


Artrite adjuvante. Mycobacterium 
tuberculosis com CFA injetados 
em ratos 


Esclerose múltipla 


Artrite reumatoide 


Artrite induzida pelo colágeno. Artrite reumatoide 
Colageno tipo Il de ratos com 


CFA injetados em camundongos 


Anemia hemolítica 
autoimune 


Anemia hemolítica autoimune. 
Hemácias de ratos injetadas em 
camundongos 


histocompatibilidade (MHC): HLA dos seres humanos e 
H-2 dos camundongos. Dentre muitos exemplos humanos 
está o risco aumentado de desenvolver diabetes tipo 1 nos 
indivíduos DQ8 e as incidências mais altas do DR3 na 
doença de Addison e do DR4 na AR (Tabela 18.4). É impor- 
tante salientar que essas associações variam com a etnia: por 
exemplo, o HLA-B27 demonstra uma correlação extraordi- 
nariamente forte com a espondilite ancilosante e está presente 
em 95% dos pacientes brancos, mas em apenas 50% dos 
pacientes afro-americanos com essa doença. 

A utilização de anticorpos para definir as especificidades 
do MHC é uma abordagem informativa, mas com a precisão 
ampliada, conseguida com a utilização do sequenciamento 
gênico, ficou evidente que existe ampla variação entre cada 
alelo definido pelos anticorpos. Por essa razão, a denominação 
dos alelos HLA pode ser muito complicada. Entretanto, a 
partir de 2010, foi amplamente adotada uma nomenclatura 
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Tabela 18.4 Associação entre HLA e doenças 
autoimunes. O risco relativo refere-se à chance de 
desenvolver a doença, em comparação com um 


indivíduo que não tem o alelo; esse risco relativo 
aplica-se aos estudos típicos com populações da raça 
branca e em geral é diferente em outros grupos 
étnicos. 


Doença Alelo HLA Risco relativo 

Associada à classe Il 

Doença de DR5 3,2 

Hashimoto 

Doença de Graves DR3 3,7 

Diabetes tipo 1 DQ8 14 
DQ2 + DQ8 20 
DQ6 0,2 

Doenga de DR3 6,3 

Addison 

Artrite reumatoide DR4 5,8 

Síndrome de DR3 9,7 

Sjögren 

Esclerose múltipla DR2 3 

Associada à classe | 

Espondilite B27 87,4 

ancilosante 

Miastenia gravis B8 3 


padronizada, e sua explicação muito clara e detalhada pode 
ser encontrada no site http://hla.alleles.org/nomenclature. 
Desse modo, utilizando novamente o HLA-B27 como 
exemplo, a acumulação de dados sobre as sequências obtidas 
de diferentes indivíduos resultou rapidamente no reconheci- 
mento de que existem muitas variantes diferentes desse alelo, 
que conferem graus variáveis de suscetibilidade. Vejamos três 
exemplos: a variante alélica HLA-B*27:04 está associada mais 
diretamente à espondilite ancilosante que a HLA-B*27:05, 
enquanto o alelo HLA-B*27:06 demonstra associação muito 
fraca ou nenhuma associação. À medida que se acumulam 
mais dados, as variantes exatas que constituem os genes de 
suscetibilidade humanos ficam mais claras. Algumas das asso- 
ciações com o MHC são devidas ao desequilíbrio de linkage, 
com um gene de suscetibilidade à doença herdado en bloc com 
a variante do MHC. Entretanto, é comum que o próprio gene 
do MHC aumente ou diminua o risco de desenvolver deter- 
minada doença autoimune. A diferença de apenas um ami- 
noácido na fenda de ligação peptídica pode causar impacto 
profundo no espectro de peptídios próprios e estranhos que 
são apresentados. Por exemplo, um ácido aspártico na posição 
do aminoácido 57 da cadeia B do HLA-DQ confere resist- 
ência, enquanto uma molécula de alanina, valina ou serina 
nessa posição aumenta a suscetibilidade ao diabetes tipo 1. 


A relação direta com o MHC não é inteiramente inesperada, 
considerando que, como veremos adiante, as doenças autoi- 
munes são dependentes das células T e a maioria das respostas 
dessas células é limitada pelo MHC. 

Entre os inúmeros /oci não ligados ao MHC estão os genes 
que codificam os autoantígenos (p. ex., receptor do TSH, 
insulina), os receptores de reconhecimento de padrões (p. ex., 
NOD2), as citocinas (p. ex., IL-2, IL-12, IL-21) e seus recep- 
tores (p. ex., IL-2R, IL-7R e IL-23R), as moléculas coestimu- 
ladoras (p. ex., CD40), as moléculas de sinalização (p. ex., 
BLK, TRAF1) e os fatores de transcrição (p. ex., STAT4). Os 
polimorfismos desses genes aumentam a suscetibilidade ou 
causam resistência nos indivíduos predispostos por outros 
fatores e alguns podem alterar o equilíbrio entre os subtipos 
de células Th1/Th2/Th17/Treg. Qualquer polimorfismo iden- 
tificado em mais de uma doença autoimune é particularmente 
notável, e um bom exemplo é o gene CTLA-4, que está 
associado a alguns distúrbios como diabetes tipo 1, doença 
de Graves e AR. As variantes do PTPN22 também foram 
implicadas na suscetibilidade a essas e a várias outras doenças 
autoimunes. Considerando que o CTLA-4 da superfície 
celular e a tirosinofosfatase intracelular PTPN22 estão envol- 
vidos na inibição da coestimulação das células T, talvez não 
seja surpreendente constatar que as anormalidades de sua 
expressão ou função possam contribuir para o desenvolvi- 
mento de respostas autoimunes expressas normalmente. 

A elucidação desses distúrbios poligênicos complexos é 
uma tarefa muito difícil. Se usarmos o LES como arquétipo, 
a análise genética da predisposição à doença é mais compatível 
com um modelo de probabilidade limiar que depende das 
contribuições aditivas e/ou epigenéticas (com supressão da 
função de outro gene) de vários genes de suscetibilidade, 
provavelmente relacionados com diferentes estágios da pato- 
genia da doença (Figura 18.3). 


Influências hormonais 


Muitos aspectos da vida são profundamente afetados pelo 
genótipo XX ou XY de um indivíduo! Isso inclui uma predis- 
posição geral de as doenças autoimunes ocorrerem mais comu- 
mente nas mulheres que nos homens (Figura 18.4), o que, em 
essência, provavelmente se deve às diferenças dos padrões hor- 
monais. Na verdade, coletivamente, 75% das doenças autoi- 
munes são diagnosticadas nas mulheres e começam mais 
comumente durante os anos reprodutivos. O viés de gênero 
mais marcante é observado com o LES porque, durante essa 
fase da vida, as mulheres têm 10 vezes mais chances de desen- 
volver esta doença que os homens. Entretanto, depois da meno- 
pausa, esse risco diminui para apenas 2,5. Existem alguns 
indícios de que os níveis dos estrogênios são mais altos nas 
pacientes que nos controles. No modelo de camundongos 
NZB x NZW, a supressão do gene da cadeia a do receptor do 
estrogênio reduz os níveis dos autoanticorpos, atenua a gravi- 
dade da glomerulonefrite e prolonga a sobrevida (Figura 18.5). 

A gravidez frequentemente está associada à atenuação da 
gravidade das doenças autoimunes (p. ex., artrite reumatoide, 
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Figura 18.3 Possíveis estágios do desenvolvimento do LES 
nos indivíduos suscetíveis. Com base em estudos do genoma 
global, cerca de 20 a 50 genes foram implicados na patogenia 
do LES humano e alguns exemplos estão ressaltados em 
vermelho. BLK, tirosinoquinase linfoide B; BANK1, proteína do 
arcabouço das células B com repetições de anquirina 1; IRF5, 
fator 5 regulador do interferon. O ITGAM codifica o componente 
integrina ay do receptor de complemento CR3; a FCGR2B 
codifica o FeyRilb; e a FCGR3A codifica o FcyRilla. 


ou AR) e, em alguns casos, há recidiva marcante depois do 
parto, quando ocorrem alterações drásticas dos hormônios 
como prolactina, sem mencionar a eliminação da placenta. 
Evidentemente, o arrefecimento geral das respostas imunes de 
modo a impedir a rejeição imunológica do feto (p. 455) seria 
compatível com certo grau de remissão da doença imune 
durante a gravidez. Entretanto, é preciso ter certa cautela ao 
fazer quaisquer afirmações generalizadas nesse sentido, porque 
algumas doenças autoimunes (p. ex., lúpus) podem realmente 
agravar-se durante a gestação. É possível que as contribuições 
relativas dos diversos subtipos de células T para os diferentes 
tipos de doença autoimune e as alterações desses subtipos 
durante a gravidez possam explicar até certo ponto esses 
efeitos aparentemente contrários. 

No Capítulo 10, mencionamos a importância do feedback 
imune do sistema neuroendócrino, que engloba o circuito de 
controle citocina-hipotálamo-hipófise-suprarrenal. Recente- 
mente, foram demonstradas anormalidades desses processos de 
feedback em vários distúrbios autoimunes. Os pacientes com 
artrite reumatoide e inflamação crônica têm níveis normais de 
cortisol circulante, apesar da presença das citocinas inflamatórias 
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Figura 18.4 Incidência mais alta das doenças autoimunes 
nas mulheres. A espondilite ancilosante é uma das 
patogênica pouquíssimas doenças autoimunes que contraria essa 
tendência e é mais comum nos homens que nas mulheres. 
Estágio 3: 
PE pda que, em condições normais, poderiam estimular o aumento da 
secreção desse hormônio suprarrenal. As galinhas da raça obesa 


(OS) e várias raças de camundongos com lúpus também apre- 
sentam respostas atenuadas dos corticoides por ação da IL-1. 


O ambiente contribui de alguma maneira? 
Estudos com gêmeos 


Os índices de concordância relatados na literatura tendem a 
variar até certo ponto entre os diferentes estudos, mas reforçam 
consistentemente o fato de que, embora haja uma contribuição 
genética expressiva, os genes herdados nem sempre explicam 
tudo. Desse modo, mesmo os índices de concordância relati- 
vamente altos (cerca de 65%) relatados quanto ao desenvolvi- 
mento do diabetes tipo 1 entre os gêmeos idênticos ao longo 
da vida indicam muito claramente que fatores não hereditários 
também devam estar envolvidos. Isso não significa necessaria- 
mente que tudo seja devido ao ambiente porque, embora os 
gêmeos monozigóticos tenham genes idênticos das imunoglo- 
bulinas e dos receptores das células T (TCR) da linhagem 
germinativa, os processos de diversificação dos receptores e das 
interações anti-idiotípicas internas são tão complexos que os 
repertórios dos receptores resultantes são extremamente variá- 
veis e provavelmente são diferentes. No entanto, em muitas 
outras doenças autoimunes (incluindo doença de Graves e 
LES), os índices de concordância relatados entre os gêmeos 
idênticos são de apenas 20% a 25%, abrindo muito mais 
espaço para outros fatores contribuintes. Embora a genética das 
doenças autoimunes esteja bem definida ao menos em parte, 
as influências não genéticas estão relativamente pouco esclare- 
cidas — principalmente nos seres humanos. 


Dieta 


Quais são os agentes ambientais que podemos identificar? Bem, 
a dieta poderia ser um deles, embora existam poucas evidências 
até o momento. Os óleos de peixe contendo ácidos graxos poli- 
insaturados (AGPI) ômega-3 têm ação anti-inflamatória e, de 
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Figura 18.5 A supressão do gene da cadeia a do receptor de estrogênio (ERa) inibe a formação dos autoanticorpos e a 
nefrite e prolonga a sobrevida dos animais com lúpus murino. As fêmeas dos camundongos NZB x NZW F, portadoras da 
deleção homozigota (-/-) da cadeia a do receptor de estrogênio: (a) têm níveis mais baixos de autoanticorpos IgG contra uma 
mistura de histonas/dsDNA; (b) apresentam incidência mais baixa de glomerulonefrite (GN) grave em comparação com as irmãs 
ERa*'*; e (c) têm sobrevida mais longa. (Baseada nos dados de Bynoté K.K. et al. (2008) Genes and Immunity 9, 137-152.) 


acordo com alguns estudos, produziram efeitos benéficos nos 
pacientes com AR. Entretanto, uma metanálise (i. e., resultados 
combinados de vários estudos) recente concluiu que são neces- 
sários muito mais estudos antes que se possam tirar quaisquer 
conclusões definitivas acerca das influências dietéticas nessa 
doença. Existem alguns indícios de que a suplementação de 
iodo nas populações com deficiência desse elemento possa 
aumentar a incidência da doença autoimune da tireoide. 


Fármacos 


Embora muitas doenças autoimunes tenham sido relaciona- 
das em estudos de casos a uma ampla variedade de fármacos, 
o exemplo mais claro é o lúpus farmacogênico. A procaina- 
mida e a quinidina (ambas utilizadas para tratar arritmia 
cardíaca) e a hidralazina (agente anti-hipertensivo) são os 
fármacos implicados mais comumente nessa doença, que têm 
muitas manifestações semelhantes às do LES, embora a espe- 
cificidade do anti-DNA tenda a ser dirigida para o DNA de 
hélice simples, em vez do DNA de hélice dupla (dsDNA); 
além disso, os pacientes tendem a ter mais acometimento 
articular e menos distúrbios neurológicos e renais. 


Agentes ambientais não infecciosos 


A luz solar é um agente desencadeante inquestionável das lesões 
cutâneas do LES. A necrose e a apoptose dos ceratinócitos 
resultantes dos efeitos deletérios da luz solar causam a liberação 
dos autoantígenos nucleares; no caso da apoptose, essa alteração 
resulta na formação de bolhas da superfície celular, que apare- 
cem caracteristicamente com esse tipo de morte celular. A 
situação não é atenuada pela fagocitose anormal encontrada 


nessa doença, resultando na eliminação reduzida dos restos da 
apoptose. A radiação UV também estimula a produção das 
quimiocinas CCL e CXCL pelas células epiteliais da pele e isto 
resulta no recrutamento dos linfócitos T e das células dendri- 
ticas para a lesão inflamatória. 

A exposição ocupacional a algumas substâncias foi asso- 
ciada ao desenvolvimento das doenças autoimunes. As asso- 
ciações particularmente convincentes envolvem a exposição à 
sílica e o LES, a AR e a esclerodermia. Os solventes foram 
implicados, por exemplo, na esclerose múltipla, enquanto os 
pesticidas, na AR. O tabagismo aumenta o risco de desenvol- 
ver AR e doenças de Hashimoto e Graves, mas os mecanismos 
não estão esclarecidos. 


Infecção 


Em geral, as suspeitas apontam na direção de um microrga- 
nismo infeccioso e, na verdade, nos modelos animais existem 
evidências substanciais de que as infecções possam desempe- 
nhar um papel importante no desenvolvimento das doenças 
autoimunes. Entretanto, nos seres humanos, há apenas um 
exemplo bem demonstrado: febre reumática aguda depois da 
infecção por Streptococcus do grupo A. Em 3% a 4% dos 
pacientes não tratados (geralmente crianças) que desenvolvem 
inflamação da faringe em consequência da infecção por S. 
pyogenes há poliartrite, cardite e coreia (i. e., inflamações das 
articulações e do coração com movimentos involuntários). O 
elo com as infecções consiste no fato de que a proteína estrep- 
tocócica M tem semelhança estrutural com a miosina cardíaca 
— um exemplo claro de mimetismo molecular. Apesar de 
várias outras sugestões de envolvimento microbiano no 


desenvolvimento das doengas autoimunes pelos individuos 
geneticamente suscetíveis, estas associações ainda são especu- 
lativas porque não existem evidências definitivas. Na maioria 
dos casos de doença autoimune humana, o problema da 
identificação dos supostos agentes infecciosos é o período 
longo de latência, que dificulta a detecção do evento desenca- 
deante (veja a Figura 18.2) e, em segundo lugar, o fato de que 
geralmente não é possível isolar microrganismos viáveis dos 
tecidos acometidos. No entanto, os indícios claros quanto às 
influências microbianas nos modelos animais são suficiente- 
mente convincentes para justificar a busca por patógenos 
associados às doenças autoimunes humanas. 

A complexidade aumenta quando se considera que os 
micróbios ambientais podem, em alguns casos, proteger 
contra as doenças autoimunes espontâneas. A incidência do 
diabetes aumenta significativamente quando os camundon- 
gos NOD são mantidos em condições isentas de patógenos 
específicos, enquanto o vírus Sendai inibe o desenvolvimento 
da artrite no modelo de LES em camundongos MRL/ipr. A 
variação extraordinária da incidência do diabetes nas colônias 
de camundongos NOD criados em grande variedade de cria- 
douros animais (Figura 18.6) confirma a influência notável 
da flora ambiental na expressão das doenças autoimunes. 


Mecanismos das doenças autoimunes 


Embora as respostas inatas possam desempenhar funções 
importantes no desenvolvimento e na persistência das doenças 
autoimunes, em um nível mais fundamental a autoimunidade 
patogênica representa uma falha na tolerância imune específica. 
Considerando que a tolerância é um mecanismo aplicável 
apenas aos linfócitos, a contribuição da resposta adaptativa é 
intuitivamente evidente. Vale salientar que dissemos que há 
uma “falha” na tolerância. Isso pode significar que, em alguns 
casos, haja uma incapacidade de desenvolver tolerância em 
primeiro lugar, mas tendo em vista que as doenças autoimunes 
comumente não começam antes da meia-idade ou em uma 
idade mais avançada, parece que a tolerância funciona normal- 
mente nos estágios iniciais, mas que os indivíduos genetica- 
mente predispostos acumulam influências ambientais e, 
possivelmente, mutações que por fim resultam nas respostas 
patogênicas descontroladas contra os antígenos próprios. Ainda 
não está bem claro se a resposta é ou não desencadeada por 
antígenos próprios, antígenos estranhos, superantígenos ou 
outros ativadores policlonais, ou por anti-idiótipos. Também é 
importante ter em mente que uma doença autoimune aparen- 
temente idêntica pode originar-se de um conjunto diverso de 
circunstâncias em determinados pacientes. 


A tolerância não é absoluta 


Dentre os vários mecanismos de tolerância utilizados pelo sis- 
tema imune, apenas a apoptose resulta na destruição dos lin- 
fócitos antígeno-específicos. Embora as células B de alta afini- 
dade sejam tolerizadas por apoptose, principalmente aos 
autoantígenos que circulam em concentrações altas, esse meca- 
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Machos Fêmeas 


Figura 18.6 Incidência do diabetes espontâneo em colônias 
geograficamente dispersas de camundongos NOD com 

20 semanas de vida. Cada ponto representa uma colônia. A 
disseminação extrema dos valores não é atribuível a qualquer 
grau significativo de alteração genética. A incidência mais baixa 
nos animais do sexo masculino é particularmente evidente. 
(Dados adaptados de Pozzilli P, Signore A., Williams A.J.K. & 
Beales PE. (1993) Immunology Today 14, 193-196.) 


nismo mais extremo de lidar com linfócitos insubordinados é 
dirigido principalmente às células T durante a seleção negativa 
no timo. À edição do receptor (p. 93) pode eliminar as células 
B autorreativas por meio da recombinação V(D)J continuada. 
As células B autorreativas presentes na periferia geralmente não 
acarretam problemas porque não contam com a ajuda das 
células T cognatas (veja a Figura 11.16). Entretanto, para os 
autoantígenos que não estão expressos em níveis adequados no 
timo (p. 302), as células T autorreativas estão disponíveis. O 
processamento de um autoantígeno resulta na formação de 
determinados peptídios (dominantes) expressos preferen- 
cialmente nas células apresentadoras de antígenos (APC), 
enquanto outros (crípticos) aparecem apenas nos sulcos das 
moléculas do MHC em concentrações muito baixas, os quais, 
embora sejam capazes de expandir suas células T cognatas no 
contexto da seleção tímica positiva (veja a p. 300), podem não 
conseguir produzir sinais suficientemente potentes para deter- 
minar a seleção negativa destas células. Consequentemente, as 
células T autorreativas e específicas para os epítopos crípticos 
sobrevivem no repertório que, por essa razão, terá uma tendên- 
cia no sentido da autorreatividade fraca. 
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Respostas desencadeadas pelos autoantígenos 
As galinhas da raça obesa (OS) provavelmente não fazem 


parte do cardápio do nosso restaurante local, mas são interes- 
santes porque produzem espontaneamente autoanticorpos 
(IgG) contra tireoglobulina e desenvolvem uma resposta 
inflamatória crônica contra a tireoide, que destrói a glândula 
e causa hipotireoidismo secundário. Quando a fonte do antí- 
geno é removida pela tireoidectomia neonatal, esses animais 
não produzem autoanticorpos. Em seguida, a injeção de tireo- 
globulina normal nesses animais induz a síntese dos anticor- 
pos. A tireoidectomia das galinhas OS com tireoidite 
estabelecida é seguida de uma redução dramática dos títulos 
dos anticorpos. Conclusões: a imunidade espontânea contra 
a tireoglobulina é desencadeada e mantida pelo autoantígeno 
originado da glândula tireoide. Além disso, como a resposta 
é absolutamente dependente das células T, podemos inferir 
que os linfócitos B e T sejam ativados pela tireoglobulina 
nesse modelo experimental. 

Em geral, a doença humana é uma noz difícil de quebrar 
e precisamos depender de indícios mais indiretos. Pesquisadores 
isolaram linhagens de células T' das glândulas com doença de 
Graves e conseguiram demonstrar a estimulação direta desses 
linfócitos pelas células tireóideas intactas. A remoção da 
suposta fonte de antígenos pela tireoidectomia dos pacientes 
com doença de Hashimoto é seguida de uma redução dos 
níveis séricos das gamaglobulinas, um dos indícios que 
levaram à descoberta da autoimunidade tireóidea (veja o 
Marco histórico 18.1); casualmente, isto está em pleno acordo 
com os dados observados nas galinhas OS citadas. A produção 
dos autoanticorpos IgG de alta afinidade acompanhada de 
hipermutação somática nos pacientes com doença autoimune 
da tireoide constitui evidência clara de seleção das células B 
por antígenos em uma resposta dependente dos linfócitos T. 
Em termos bem simples, a razão disso é que os anticorpos 
IgG de alta afinidade originam-se apenas por mutação e 
seleção desencadeadas pelo antígeno dentro dos centros 
germinativos (veja a p. 257). Um argumento mais indireto, 
embora igualmente convincente, é que os anticorpos são pro- 
duzidos regularmente contra um grupo de epítopos de um 
único autoantígeno, ou dos autoantígenos dentro de um 
único órgão (p. ex., tireoglobulina mais peroxidase tiredidea, 
ou diferentes componentes do nucleossoma). É difícil propor 
uma hipótese que não dependa finalmente da estimulação 
pelos antígenos. As células T são essenciais a essas respostas, 
porque a depleção dos linfócitos T CD4 em alguns modelos 
animais suprime a produção dos autoanticorpos. 


Visibilidade dos autoantígenos 
para o sistema imune 


Em alguns componentes do organismo (p. ex., esperma, cris- 
talino e coração), os antígenos estão totalmente sequestrados 
(escondidos) do sistema imune e, consequentemente, não 
estimulam qualquer grau de tolerância imunológica. Isso não 
causa problemas, a menos que algum percalço (p. ex., trau- 


matismo físico) provoque a liberação do antígeno na circula- 
ção e a ativação subsequente dos linfócitos autorreativos. Em 
geral, mesmo nessas circunstâncias, a experiência tem 
demonstrado que a injeção de extratos não modificados dos 
tecidos afetados pelos distúrbios autoimunes órgão-específi- 
cos não estimula facilmente a síntese de anticorpos. Na 
verdade, na maioria dos casos — por exemplo, eritrócitos na 
anemia hemolítica autoimune, ribonucleoproteína (RNP) e 
componentes do nucleossoma presentes nas bolhas da super- 
fície das células apoptóticas do LES, e receptores de superfície 
em alguns casos de autoimunidade órgão-específica — os 
autoantígenos estão facilmente acessíveis aos linfócitos 
circulantes. 

Presumivelmente, os antígenos presentes em concentrações 
suficientes no líquido extracelular são processados pelas APC 
profissionais, mas no caso dos autoantígenos associados às 
células, os peptídios derivados interagem “expressivamente” 
com as células T específicas apenas quando há moléculas apro- 
priadas do MHC na superfície, quando a concentração do 
peptídio processado correspondente é significativa e, no caso 
das células T em repouso, quando os sinais coestimuladores 
podem ser produzidos. Conforme veremos adiante, essas res- 
trições são importantes. 

Desse modo, a mensagem subjacente é que todos estão 
sentados em um campo minado de células autorreativas, que 
podem ter acesso aos seus respectivos autoantígenos. 
Entretanto, como as doenças autoimunes ocorrem apenas em 
uma minoria da população, o organismo deve ter mecanismos 
homeostáticos para evitar que essas células autorreativas sejam 
ativadas em condições normais. Embora com suas limitações, 
a Figura 18.7 fornece uma base para que possamos examinar 
como esses mecanismos podem ser anulados de modo a per- 
mitir o desenvolvimento da autoimunidade. Supostamente, 
o elemento fundamental ao sistema é o controle das células 
T auxiliares autorreativas, na medida em que as evidências 
favorecem claramente a dependência de quase todas as res- 
postas autoimunes das células T; desse modo, a interação 
entre a célula T e o peptídio combinado com o MHC torna- 
-se fundamental. Iniciamos com o pressuposto de que essas 
células normalmente não sejam reativas em consequência da 
deleção clonal, da anergia clonal, da supressão T ou da apre- 
sentação inadequada dos autoantígenos. Logo, pode-se supor 
um grau anormal de reatividade aos antígenos próprios em 
consequência da expressão intratímica relativamente baixa de 
determinada molécula (veja a p. 304). As anormalidades das 
vias de sinalização que afetam os limiares das seleções positiva 
e negativa no timo também poderiam afetar a reatividade 
subsequente aos autoantígenos periféricos. O mesmo poderia 
acontecer com as anormalidades da morte celular programada 
(apoptose). 


Como as células B específicas para o 
autoantígeno conseguem a ajuda das células T 


Allison e Weigle sugeriram independentemente que, se as 
células T autorreativas são toleradas e, desse modo, não conse- 
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reguladores 


pr 


Autoantígeno 


guem colaborar com as células B no sentido de produzir 
autoanticorpos (Figura 18.8a), o fornecimento de novos deter- 
minantes carreadores (i. e., epítopos das células T auxiliares) 
aos quais não teria sido desenvolvida autotolerância poderia 
resultar em um “bypass das células T”. Em outras palavras, a 
ajuda então seria fornecida pelas células B autorreativas, mesmo 
que os linfócitos T autorreativos estivessem ausentes, resul- 
tando na produção dos autoanticorpos (Figura 18.8b). 


Modificação do autoantígeno 


Um novo carreador poderia originar-se por modificação pós- 
-tradução da molécula (Figura 18.8b.1), por exemplo, como 
ocorre com a citrulinação (uma modificação pós-tradução da 
arginina) da vimentina, do fibrinogênio, do colágeno tipo II 
e da a. -enolase na artrite reumatoide. A modificação também 
pode ser conseguida por combinação com um fármaco 
(Figura 18.8b.3). Em um exemplo dentre vários outros, a 
anemia hemolítica autoimune associada à administração da 
a-metildopa poderia ser atribuída à modificação da superfície 
das hemácias, de modo a produzir um carreador capaz de 
estimular as células B que reconhecem o antígeno do sistema 
Rh (rhesus). Em condições normais, esse antígeno é conside- 
rado “fraco” e teria menos probabilidade de induzir a tole- 
rância das células B que os antígenos “mais fortes” presentes 
na hemácia. 


Mimetismo molecular dos epítopos da célula T 


Em consequência do mimetismo molecular, os epítopos da 
célula B presentes em um antígeno microbiano podem desen- 
volver reatividade cruzada aos epítopos de um autoantígeno 
humano. Contudo, como o antígeno microbiano e o antí- 
geno próprio são apenas parcialmente semelhantes, é neces- 
sária a tolerância das células T às sequências das outras partes 
do antígeno microbiano. Desse modo, as células T específicas 
para essas sequências estão presentes e podem ajudar as células 
B que reconhecem o epítopo com reatividade cruzada 
(Figura 18.8b.2). O mecanismo desse processo está descrito 
com mais detalhes na Figura 18.9a. Nos parágrafos anteriores, 
mencionamos que os anticorpos da febre reumática produzi- 
dos contra o Streptococcus também reagem com o coração. 
Outro exemplo são as proteínas do envoltório da Yersinia 
enterocolytica, que têm alguns epítopos semelhantes aos do 
receptor do hormônio tireoestimulante (TSH). 


-« Bypass das células T auxiliares 


. 
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Figura 18.7 A autoimunidade 
desenvolve-se em consequência da 
perda do controle da 
autorreatividade. As restrições à 
estimulação das células T auxiliares 
autorreativas pelo autoantígeno podem 
ser anuladas por um bypass da célula T 
auxiliar ou por um distúrbio dos 
mecanismos reguladores. 


Doença 
autoimune 


O inconveniente desse modelo de reatividade cruzada 
do epitopo da célula B é que, uma vez que o agente que 
desencadeou a reatividade cruzada tenha sido eliminado do 
organismo, o epítopo da célula T não está mais presente. 
Entretanto, o agente infeccioso também pode simular um 
autoantígeno produzindo um epítopo de célula T com 
reatividade cruzada nas APC profissionais, que podem pre- 
parar as células T e aumentar a expressão das suas moléculas 
de adesão. Nesse caso, as células T têm avidez por se ligarem 
e ficarem persistentemente ativadas pelo autoepítopo apre- 
sentado na célula do tecido-alvo, que é associado à molécula 
apropriada do MHC (Figura 18.9b). É importante lembrar 
que as células T citotóxicas (Tc) transgênicas poderiam des- 
truir apenas as células B pancreáticas que tivessem um trans- 
gene viral, quando fossem preparadas por uma infecção 
viral real (veja a Figura 11.9). Vale lembrar também que as 
células tumorais poderiam ser reconhecidas apenas pelas 
células T ativadas, não pelos linfócitos T em repouso (veja 
a Figura 17.14). Teoricamente, a célula T em repouso 
também poderia ser ativada por um superantígeno micro- 
biano por mecanismos independentes de um antígeno 
específico. 

Embora tenhamos atribuído o papel dominante dos 
alelos do MHC como fatores de risco para as doenças autoi- 
munes à sua capacidade de apresentar epítopos antigênicos 
fundamentais às células T autorreativas, estes alelos também 
poderiam atuar por um mecanismo muito diferente. 
Podemos lembrar que, durante a ontogenia intratímica, as 
células T são selecionadas positivamente por sua interação 
fraca com os peptídios próprios complexados com o MHC. 
Ora, como cerca de 50% dos peptídios da classe II são 
derivados do MHC, as células T maduras que deixam o 
timo foram selecionadas com um forte viés para o reconhe- 
cimento fraco dos peptídios do MHC próprio apresentados 
pela classe II. Por essa razão, deve haver uma reserva expres- 
siva de células T autorreativas e suscetíveis à estimulação 
pelos epítopos derivados exogenamente com reatividade 
cruzada que mimetizam esses peptídios do MHC. Isso é 
verdade. A sequência QKRAA (a chamada sequência do 
“epítopo compartilhado”) está localizada dentro de uma 
região polimórfica da cadeia DRB do DRI e de alguns alelos 
do DR4, assim como nas proteínas do choque térmico dnaJ 
produzidas pela E. coli, pelo Lactobacillus lactis e pela 
Brucella ovis e também na proteína gp110 do vírus Epstein- 
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Figura 18.8 O bypass das células T auxiliares por um epítopo carreador novo (M) produz autoimunidade. De modo a 
facilitar o entendimento, o processamento para associação com o MHC foi omitido do diagrama, mas está detalhado na 
Figura 18.9. (a) A célula T auxiliar autorreativa fundamental não reage porque é tolerante ou não consegue “enxergar” um 
epitopo críptico.(b) Diferentes mecanismos que resultam na formação de um novo epítopo carreador. 


Barr. Isso oferece a oportunidade de ativar as células T com 
especificidade autorreativa por um peptídio processado que 
contenha a sequência QKRAA apresentada por outra molé- 
cula HLA. Desse modo, a sequência QKRAAVDTY do 
alelo de suscetibilidade à AR (HLA-DRB1*04:01) é muito 
semelhante à sequência QKRAAYDQY da proteína do 
choque térmico dnaJ da E. coli (Tabela 18.5), e este peptídio 
apresentado pelo DQ causa proliferação das células T da 
sinóvia dos pacientes com AR. 

De fato, foi identificado um grande número de sequências 
microbianas com graus variados de homologia com as proteí- 
nas humanas (Tabela 18.5), embora se deva enfatizar que, 
neste estágio, elas apenas fornecem indícios para estudos pos- 
teriores. A simples existência de uma homologia não constitui 
certeza de que a infecção por aquele microrganismo necessa- 
riamente conduzirá à autoimunidade, porque tudo depende 
de diversas contingências, inclusive a maneira pela qual as 
proteínas são processadas pelas APC. 


Epítopos agregados da célula T e disseminação 
dos epítopos 


Um componente da membrana pode ajudar a resposta imune 
a outro componente (reconhecimento por associação). No 
contexto da autoimunidade, um determinante auxiliar novo 
pode originar-se por modificação de um fármaco (como des- 


crito anteriormente) ou pela inserção do antígeno viral na 
membrana de uma célula infectada (Figura 18.8b.4). A com- 
provação clara de que isso pode desencadear a reação a um 
componente celular preexistente foi conseguida com os 
estudos nos quais a infecção de um tumor com o vírus 
influenza produziu resistência às células tumorais não infec- 
tadas. De modo semelhante, a ajuda da célula T pode ser 
fornecida por uma molécula como o DNA, que não pode 
formar intrinsecamente um epítopo da célula T, depois de 
formar um complexo com um carreador dependente da célula 
T (neste exemplo, uma histona) ou um idiótipo anti-DNA 
ao qual as células T foram sensibilizadas. Para que esse meca- 
nismo funcione, o componente auxiliar precisa continuar 
acoplado fisicamente ao fragmento que possui o epítopo da 
célula B. Quando esse complexo é reconhecido pelo receptor 
da célula B, o componente auxiliar é agregado à célula B, 
processado e apresentado na forma de um epítopo para ser 
reconhecido pelas células T (Figura 18.9c). Com a mesma 
marca, a resposta autoimune pode ser disseminada aos outros 
epítopos da mesma molécula. 


Mecanismos de bypass do idiótipo 


Os linfócitos com especificidade para os antígenos exógenos 
poderiam entrar em comunicação com os linfócitos autorrea- 
tivos por meio das conexões da rede de idiótipos (Figura 18.10), 
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Figura 18.9 Mecanismos da indução microbiana da autoimunidade e disseminação dos epitopos. (Essa refeição é 
complexa, mas sua digestão é recomendada porque esses conceitos são cruciais. Os mais medrosos podem necessitar de 
persistência e uma compressa de gelo, mas é útil acompanhar os números.) (a) Um antígeno microbiano (Ag) que possui um 
epítopo Y com reatividade cruzada com os antígenos próprios e com um epítopo X estranho da célula T é (1) processado por 
uma célula apresentadora de antígeno; (2) ativa a célula T auxiliar, que (3) reconhece o peptídio X processado depois de sua 
captura pelo anti-Y da célula B; e (4) estimula a célula B a secretar o autoanticorpo anti-Y. (b) A célula T auxiliar anti-X ativada, 
como é diferente da célula em repouso, pode reconhecer e ser estimulada por um epítopo críptico da célula T com reatividade 
cruzada, que é expresso por uma célula do tecido. Essa estimulação mantém a resposta autoimune mesmo depois da 
eliminação do micróbio, em razão da persistência do epítopo próprio. O tecido que expressa o epítopo também funciona como 
alvo para o ataque imunológico. Observe também que a célula T auxiliar ativada inespecificamente por um superantigeno 
policlonal ativador também poderia desempenhar a mesma função de responder a um epítopo críptico. (c) Quando o 


autoantígeno é solúvel ou pode ser captado e processado depois 


da captura pela célula B autorreativa ativada (1) (pela via [a] 


ou por ativação policlonal inespecífica), um novo epítopo pode ser apresentado pela classe Il da célula B, que então estimula 
uma célula T autorreativa (anti-Z), (2) que pode depois manter uma resposta autoimune unicamente por estimulação do 
autoantígeno (3). Isso também pode causar a disseminação do epítopo dentro da mesma molécula por meio do auxílio fornecido 
por uma célula B, que captura o autoantígeno por meio de um novo epítopo W (4), ou outro componente de um complexo 
intermolecular, como histona nucleossômica-DNA ou anti-DNA-DNA idiótipo-positiva (Id*), que é “carregado” dentro da célula B 
(5). O antígeno processado é apresentado pela célula B à célula T auxiliar (6); no caso citado, específico para histona ou Id, 


respectivamente. *Indica ativação. 


principalmente porque algumas doenças autoimunes caracte- 
rizam-se por idiótipos com reatividade cruzada expressiva. As 
células T auxiliares com especificidade para o idiótipo de um 
receptor de linfócitos podem ser úteis à estimulação da célula 
que contém o idiótipo. Desse modo, é concebível que um 


agente ambiental (p. ex., um parasito ou um vírus) possa 
desencadear a síntese do anticorpo que possua um idiótipo 
com reatividade cruzada e seja compartilhado com o receptor 
de uma célula B ou T autorreativa e, desse modo, desencadeie 
uma resposta autoimune. 
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Tabela 18.5 Mimetismo molecular. Alguns exemplos de semelhança entre os micróbios e os componentes do 


organismo que funcionam como epítopos potenciais das células T com reatividade cruzada. 


Doença Molécula microbiana Sequência 
Artrite reumatoide Micróbio: Escherichia coli QKRAAVDTY 
Antígeno próprio: HLA-DRB1*04:01 QKRAAYDQY 
Esclerose múltipla Micróbio: Vírus Epstein-Barr VYHFVKKHV 
Antígeno próprio: Proteína básica da mielina VVHFFKNIV 
Esclerose múltipla Micróbio: Chlamydia pneumoniae YGCLLPRNPRTEDQN 
Antígeno próprio: Proteína básica da mielina YGSLPQKSQRTQDEN 
Diabetes melito tipo 1 Micróbio: Vírus da hepatite C AAARRWAC 
Antígeno próprio: Descarboxilase 65 do ácido glutâmico AAARKAAC 
Miastenia gravis Micróbio: Vírus da pólio TKESRGTT 
Antígeno próprio: Receptor da acetilcolina IKESRGTK 
Febre reumática Micróbio: Streptococcus pyogenes LTDQNKNLTTEN 
Antígeno próprio: Miosina cardíaca LTSQRAKLQTEN 


Ativação policlonal 


Os micróbios comumente têm propriedades adjuvantes 
porque possuem ativadores linfocitários policlonais, tais como 
endotoxinas bacterianas. Os diversos autoanticorpos detecta- 
dos na mononucleose infecciosa certamente devem ser atribuí- 
dos à ativação policlonal das células B pelo vírus Epstein-Barr 
(EBV). No entanto, é difícil entender como a ativação poli- 
clonal pan-específica poderia dar origem aos padrões de 
autoanticorpos típicos dos diferentes distúrbios autoimunes 
sem a participação de algum fator direcionador dos antígenos. 
Nos parágrafos anteriores, mencionamos as condições nas 
quais as células B ou T ativadas policlonalmente poderiam 
contribuir para a manutenção da resposta imune (veja a 
legenda da Figura 18.9b,c). 


Distúrbios da regulação 


É importante enfatizar que esses mecanismos de bypass das 
células T auxiliares para a indução da autoimunidade não 
asseguram a continuidade da resposta, porque estudos de- 
monstraram que os animais normais conseguiam reduzir a 
produção dos autoanticorpos por meio das interações com as 
células T reguladoras CD4 (p. ex., no caso dos autoanticorpos 
eritrocitários induzidos nos camundongos pela injeção de 
hemácias de ratos; Figura 18.11). Quando a atividade das 
células T' reguladoras é atenuada pelas doses baixas de ciclo- 
fosfamida, ou quando se utilizam raças como a SJL (que tem 
reguladores do envelhecimento prematuro), a autoimunidade 
induzida é persistente e mais grave. Muitos estudos enfatiza- 
ram a célula T reguladora CD4*CD25*Foxp3* (veja a Figura 
10.12) que, de acordo com algumas experiências, suprime 
muitos fenômenos autoimunes diferentes. Entretanto, os 
mecanismos de controle celular nunca são diretos e é impor- 


tante entender que alguns estudos demonstraram que as célu- 
las CD25- eram eficazes no controle das doenças mediadas 
pelos linfócitos T em determinadas circunstâncias. Curio- 
samente, o TGFB pode converter as células CD4*CD25~ 
Foxp3” em células com o fenótipo CD4'CD25*Foxp3'Trl 
(veja a Figura 10.12) típico das células reguladoras das muco- 
sas, que são responsáveis pela tolerância oral; essas células 
produzem IL-10 quando são ativadas e estimulam a diferen- 
ciação das células T que secretam TGF (Th2) e desviam as 
respostas no sentido do polo Th2. Outro ator em cena é a 
célula NKT, que é deficiente nos camundongos NOD, mas 
pode evitar o desenvolvimento do diabetes quando é transfe- 
rida dos doadores F1 (BALB/c x NOD). Estudos demonstra- 
ram que os pacientes com várias doenças autoimunes tinham 
reduções quantitativas ou funcionais desse tipo de célula 
(Figura 18.12). É fascinante constatar que a função compro- 
metida das células T reguladoras dos pacientes com AR nor- 
maliza depois do tratamento eficaz com anticorpos monoclo- 
nais anti-TNF (Figura 18.13). 

As anormalidades dos mecanismos apoptóticos também 
contribuem para esses distúrbios da regulação? As células B e 
T dos camundongos NOD são resistentes à apoptose, assim 
como os linfócitos da raça MRL//pr de camundongos com 
lúpus (que têm uma mutação do gene fas). Essa mutação causa 
linfoproliferação típica e, possivelmente, é responsável pela 
incapacidade de limitar a expansão dos clones de células T e B 
autorreativas por apoptose. O modelo de lúpus g/d comple- 
menta esse exemplo porque tem mutações do ligante do fas. 

As atenções também foram voltadas para outra faceta da 
regulação imune, ou seja, o receptor de IgG regulador das 
células B, cuja função é realizar o controle por feedback por 
meio do complexo de sinalização imune de superfície (veja 
a p. 273). Nos camundongos suscetíveis ao lúpus, a disfun- 
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Figura 18.10 Mecanismos idiotípicos que resultam em autoimunidade. (a) Reação cruzada entre o antígeno microbiano e o Id 
do linfócito autorreativo. (b) Os anticorpos contra o micróbio compartilham os mesmos Id ou anti-ld com os linfócitos autorreativos. 
(c) Os anticorpos antivirais produzem anti-ID, que é um autoanticorpo dirigido contra o receptor viral. 
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ção do receptor FcyRIIB da célula B pode ser corrigida pela 
transdução retroviral de um gene normal (Figura 18.14). 
Nos capítulos anteriores, chamamos sua atenção para as 
propriedades características da população B-1, no que se refere 
à sua tendência a sintetizar autoanticorpos IgM e sua possível 
relação direta com o estabelecimento da rede de idiótipos regu- 


Figura 18.11 Regulação da autorreatividade. Quando os 
camundongos da raça CBA (1) recebem injeções de hemácias 
de ratos, os autoanticorpos são produzidos por esse antígeno 
com reatividade cruzada (veja a Figura 18.9), que recobre os 
eritrócitos dos camundongos receptores, e são detectados pelo 
teste da antiglobulina de Coombs (veja a p. 420). Apesar das 
injeções repetidas dos eritrócitos de ratos, a resposta dos 
autoanticorpos é inativada pela expansão das células 
reguladoras CD4 específicas para eritrócitos do camundongo, 
que não afetam a produção de anticorpos contra os 
determinantes eritrocitários heterólogos. Quando essas células 
reguladoras são injetadas em camundongos CBA virgens 
(naive) (2), as hemácias de ratos não induzem autoanticorpos. A 
raça SJL (3), na qual a atividade supressora declina 
rapidamente com a idade, não consegue regular a resposta 
autoimune e desenvolve uma doença especialmente grave. A 
resposta também é prolongada na raça NZB com 
autoimunidade (4). (Baseada nos dados de Cooke A. & 
Hutchings P, e.g. (1984) Immunology 51, 489-492.) 


ladores (veja a p. 308); aqui, devemos considerar seriamente a 
hipótese de que a atividade hiper-regulada por essas células 
possa ser responsável por algumas doenças autoimunes. Nos 
seres humanos, uma porcentagem alta das células B-1 produz 
fatores reumatoides IgM (anti-Fcy) e anti-DNA utilizando 


genes da linhagem germinativa. 
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Expressão anormal do MHC classe Il 


Normalmente, apenas os apresentadores de antígenos profis- 
sionais (p. ex., células dendríticas) expressam moléculas do 
MHC classe II. Por essa razão, a maioria dos autoantígenos 
órgão-específicos geralmente aparece na superfície das células 
do órgão-alvo no contexto das moléculas da classe I (presentes 
em todas as células nucleadas), mas não da classe II. Desse 
modo, os autoantígenos não podem ser apresentados às células 
T auxiliares pelas células teciduais que, por este motivo, são 
imunologicamente indiferentes. Pujol-Borrell, Bottazzo e cola- 
boradores raciocinaram que, se os genes da classe II estivessem 
suprimidos por alguma razão e as moléculas da classe II fossem 
então sintetizadas, elas confeririam a essas células a capacidade 
de apresentar peptídios às células T CD4* (Figura 18.12). Na 
verdade, esses pesquisadores conseguiram demonstrar que as 
células da tireoide humana em cultura de tecidos podiam ser 
“convencidas” a expressar moléculas HLA-DR (classe II) em 
sua superfície, depois da estimulação com interferon-y (IFNy). 
A expressão inadequada das moléculas da classe II também foi 
descrita nos dúctulos biliares dos pacientes com cirrose biliar 
primária e nas células endoteliais e em algumas células B do 
pâncreas dos pacientes com diabetes tipo 1. 

Ainda não está claro se a expressão anormal das moléculas 
da classe II nessas células depois da ativação por algum fator 
(p. ex., IFN induzido por um vírus) é responsável pela iniciação 
do processo autoimune por ativação dos linfócitos T autorrea- 
tivos, ou se a reação com as células T pré-ativadas induz as 
moléculas da classe II por liberação de IFNy e torna a célula 
um alvo mais atraente para a lesão tecidual subsequente. 
Entretanto, a transfecção dos camundongos com os genes 
H-2A da classe II, que estão relacionados com o promotor da 
insulina, resultou na expressão das moléculas da classe II nas 
células B das ilhotas pancreáticas, mas não induziu autoimuni- 
dade. A falta das moléculas coestimuladoras B7 parece ser res- 
ponsável pela incapacidade de essas células positivas para 
classe II ativarem os linfócitos T virgens (maives), uma tarefa 
que pode ser deixada a cargo das APC profissionais. 


O desequilíbrio das citocinas pode induzir 
autoimunidade 


Por outro lado, a transfecção com o gene IFNy no promotor 
da insulina nas mesmas condições produziu uma reação infla- 
matória localizada no pâncreas, com expressão anormal das 
moléculas da classe II e diabetes; isto deve ter sido causado pela 
autoimunidade, porque o pâncreas normal enxertado no 
mesmo animal teve destino semelhante. Essa condição significa 
que a produção hiper-regulada das citocinas, que produzem 
uma reação inflamatória localizada, pode iniciar a autoimuni- 
dade, provavelmente porque facilita a apresentação dos antíge- 
nos das ilhotas pancreáticas por recrutamento e ativação das 
células dendríticas; por aumento da concentração do autoantí- 
geno intracelular processado disponível a estas células; e por 
acentuação de sua avidez pelas células T virgens (naive) por 
hiper-regulação das moléculas de adesão. É possível que as 


O 


E 


Coestimulador 
4 
Autoantígeno | 
MHC 
classe Il 


anômalo, | 


Figura 18.12 O bypass dos mecanismos reguladores resulta 
na ativação das células T auxiliares autorreativas. Em razão 
das anormalidades (1) da tolerabilidade ou da capacidade de 
responder ou induzir as células T reguladoras (Treg); ou da 
expressão de (2) Treg antígeno-específicas (Ag-sp), (3) Treg hsp 
e outras inespecíficas (Non-sp), ou (4) Treg idiótipo-específicas 
(Id-sp); ou (5) em razão do desequilíbrio da rede de citocinas, 
há anulação da repressão dos genes da classe Il, que é 
seguida da expressão celular inadequada das moléculas da 
classe Il e da apresentação do antígeno na célula-alvo, da 
estimulação da célula apresentadora de antígeno (APC) e, 
possivelmente, da ativação da célula T auxiliar anérgica. 


células que antes estavam anérgicas possam se tornar reativas 
ao antígeno (Figura 18.12). Depois da sua ativação, as células 
T podem interagir com as células B das ilhotas pancreáticas que 
expressam quantidades aumentadas das moléculas de adesão e 
da classe II para as células T em sua superfície. 

Isso tudo parece muito fácil de entender, mas embora 
outras citocinas proinflamatórias como IL-12, TNF e IFNy 
possam promover a indução de doenças autoimunes órgão- 
-específicas em uma fase inicial por ativação das respostas 
patogênicas das células Th1, a expressão tardia das mesmas 
citocinas pode estimular a diferenciação terminal e a morte 
das células T autorreativas. Desse modo, alguns modelos 
espontâneos de doença autoimune podem ser revertidos 
pela injeção de citocinas: a IL-1 cura o diabetes dos camun- 
dongos NOD, o fator de necrose tumoral (TNF) evita o 
início dos sintomas do LES nos híbridos NZB x W, e o fator 
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Figura 18.14 Transdugao retroviral do receptor IgG regulador das células B (FcyRIIB) dos camundongos suscetíveis ao lúpus 
espontâneo. Seis meses depois de receber transplante de medula óssea com FcyRIIB transduzido por retrovírus, a deposição dos 
imunocomplexos diminuiu e a função renal melhorou nos camundongos NZM2410 (linha superior) e BXSB (linha inferior) suscetíveis 
ao lúpus. Os cortes de tecido renal foram examinados à procura dos complexos de IgG por imunofluorescência direta (40x). As 
pontas de setas indicam os complexos subendoteliais sugestivos de lúpus em atividade. (Reproduzida com permissão de McGaha 
TL., Sorrentino B. & Ravetch J.V. (2005) Science 307, 590-593. Direitos autorais de 2005 da AAAS.) 
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Figura 18.15 A “assinatura” do IFNa em um subgrupo de pacientes com LES. Padrões de expressão dos genes induzidos pelo 
IFN no sangue dos pacientes com lúpus e dos controles (vermelho = expressão acentuada). A barra negra indica 22 dos genes 
hiper-regulados do IFN que definem o “padrão de marcação”. (Reproduzida de Baechler E.C., Gregersen PK. & Behrens T.W. (2004) 
Current Opinion in Immunology 16, 801-807; com permissão dos autores e da editora.) 


transformador do crescimento-B (TGF) protege contra a 
artrite induzida pelo colágeno e a encefalomielite autoimune 
experimental (EAE). Os efeitos pleiotrópicos das citocinas 
nos diferentes tipos de células envolvidas nos diversos está- 
gios dessas doenças e suas interações positivas e negativas 
entre si acrescentam alguma incerteza à análise e à previsão 
dessas reações complexas. No que se refere às doenças 
humanas, uma “janela” na atividade das citocinas no LES 
foi demonstrada pelas análises que evidenciaram expressão 
de alguns genes reconhecidamente hiper-regulados pelo 
interferon-o (Figura 18.15) e níveis aumentados das citoci- 
nas que se correlacionam com a doença mais grave. 


Efeitos patogênicos do autoanticorpo 
humoral 


Vejamos agora as evidências que ajudam a entender os meca- 
nismos pelos quais a autoimunidade, embora ocorra, desem- 
penha um papel patogenético primário na produção das 
lesões teciduais encontradas no grupo das doenças rotuladas 
como “autoimunes”. Primeiramente, vejamos os efetores do 
autoanticorpo. 


Células sanguíneas 


Os anticorpos eritrocitários desempenham um papel impor- 
tante na destruição das hemácias na anemia hemolítica 
autoimune. As hemácias normais recobertas por autoanti- 
corpo eluído dos eritrócitos com Coombs positivo (veja a 
Figura 15.17) têm meia-vida abreviada depois da reinjeção 
nos indivíduos normais, essencialmente em consequência de 
sua adesão aos receptores Fcy das células fagocíticas do baço. 
A linfopenia que ocorre nos pacientes com lúpus eritema- 
toso sistêmico e artrite reumatoide (AR) pode ser um resul- 
tado direto do anticorpo, porque nesses casos foram descritos 
anticorpos não aglutinantes revestindo os leucócitos. 
Aparentemente, os anticorpos plaquetários são responsá- 
veis pela púrpura trombocitopênica idiopática (PTI). 
Quando é administrada a um indivíduo normal, a IgG obtida 
do soro de um paciente causa redução das contagens de pla- 


quetas e o componente ativo pode ser absorvido dentro das 
plaquetas. A trombocitopenia neonatal transitória, que pode 
ser detectada nos lactentes nascidos de mães com PTI, é 
explicável pela transferência transplacentária dos anticorpos 
IgG ao bebê. 

A síndrome antifosfolipídica primária caracteriza-se 
por fenômenos tromboembólicos arteriais e venosos recidi- 
vantes, óbitos fetais repetidos, trombocitopenia e anticorpos 
anticardiolipina. A transferência passiva desses anticorpos 
aos camundongos é absolutamente devastadora e resulta em 
índices baixos de fecundidade e abortamentos fetais recidi- 
vantes. Esses efeitos parecem ser mediados pela reação dos 
autoanticorpos com um complexo de cardiolipina e B,-gli- 
coproteína 1, que inibe a ativação da cascata da coagulação. 
O trofoblasto placentário é um dos alvos primários desses 
anticorpos, porque o citotrofoblasto viloso é um dos poucos 
tipos celulares que exterioriza fosfatidilserina durante seu 
desenvolvimento. 


Receptores de superfície 
Tireoide 


Em determinadas condições, os anticorpos dirigidos contra a 
superfície de uma célula podem estimular em vez de destruir a 
célula (veja “hipersensibilidade estimuladora”, Capítulo 15). 
Isso certamente ocorre na doença de Graves (doença de 
Basedow), na qual um elo direto com a autoimunidade foi 
evidenciado pela descoberta por Adams e Purves da atividade 
estimuladora da tireoide nos soros desses pacientes (Marco 
histórico 18.1); por fim, esses pesquisadores demonstraram que 
essa atividade era devida à presença de anticorpos contra os 
receptores do TSH (TSHR), que reproduzem os efeitos desse 
hormônio (Figura 18.16a). Ambos atuam por meio do sistema 
da adenilciclase e produzem alterações semelhantes na morfo- 
logia ultraestrutural da célula tireóidea. Sob estimulação con- 
tínua pelo autoanticorpo, a tireoide aumenta (condição 
conhecida como bócio) e causa hipertireoidismo (hiperativi- 
dade da tireoide). Em geral, esse hipertireoidismo acompa- 
nha-se de exoftalmia (olhos salientes para fora das órbitas), que 
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Figura 18.16 Doenças autoimunes da tireoide. A figura ilustra os três tipos principais de doença autoimune da tireoide. (a) Na 
doença de Graves, os autoanticorpos ligam-se ao receptor do hormônio tireoestimulante (TSHR) presente nas células epiteliais da 


glândula. Esses anticorpos atuam como agonistas e reproduzem o 


efeito do TSH. Os autoanticorpos são produzidos continuamente 


pelos plasmócitos e, por essa razão, sua produção não é afetada diretamente pelos níveis do hormônio tireóideo, ao contrário dos 
níveis do THS, que estão sujeitos ao controle por feedback negativo e, consequentemente, diminuem quando são sintetizados 
níveis adequados do hormônio tireóideo. A ativação contínua das células tireóideas pelo autoanticorpo estimulador causa 
hipertireoidismo. (b) Na tireoidite atrófica (mixedema primário), os autoanticorpos também são produzidos contra o receptor do 


TSH, mas se ligam a epítopos diferentes dos que estão associados 
agonistas. Sua capacidade de bloquear o acesso do TSH ao TSHR 


à doença de Graves e atuam como antagonistas, em vez de 
causa hipotireoidismo. (c) Na doença de Hashimoto, os 


autoanticorpos são dirigidos principalmente contra a peroxidase tireóidea e a tireoglobulina. As células da tireoide podem ser 
atacadas pelos linfócitos T citotóxicos que reconhecem os peptídios derivados desses autoantígenos e/ou pelos anticorpos 
fixadores de complemento dirigidos contra o autoantígeno intacto. Embora o TSH possa ligar-se ao seu receptor e estimular as 


células tireóideas, a destruição da glândula pelo ataque autoimune 


causa hipotireoidismo. Essas doenças quase certamente 


constituem um espectro de distúrbios tireóideos autoimunes, porque alguns pacientes com doença de Hashimoto também 


apresentam anticorpos anti-TSHR estimuladores ou inibidores. 


provavelmente se deve à inflamação causada pelo fato de que 
o TSHR também está expresso nos fibroblastos orbitais. Essa 
é uma das “experiências de transferência passiva” natural, que 
liga mais diretamente os anticorpos anti-TSHR à patogenia da 
doença de Graves. Quando os anticorpos estimuladores da 
tiroide produzidos por uma gestante atravessam a placenta, 
eles causam o hipertireoidismo neonatal (tireotoxicose neona- 
tal) (Figura 18.17). Essencialmente, esse distúrbio é um tipo 
transitório da doença de Graves que se desenvolve na prole, 
com exceção de que, neste caso, a doença é causada pelo anti- 
corpo materno, em vez de um autoanticorpo; por essa razão, o 
distúrbio neonatal não é uma doença “autoimune”. A IgG tem 
meia-vida de cerca de 3 semanas e, por essa razão, a doença 
neonatal regride depois de algumas semanas, à medida que a 
IgG materna é catabolizada. Contudo, também é importante 
lembrar que a permuta de classes para IgG que ocorreu na mãe 
dependeu da ajuda das células T, e, consequentemente, embora 
o anticorpo neste caso pareça ser certamente o efetor das 
doenças materna e fetal, a anormalidade primária da resposta 
imune pode estar em outro processo. 

Por outro lado, os soros dos pacientes com tireoidite atró- 
fica (mixedema primário) contêm anticorpos capazes de blo- 
quear a estimulação pelo TSH (Figura 18.16b), resultando em 


hipotireoidismo (hipoatividade da tireoide). Na doença de 
Hashimoto, o paciente tem tireoidite destrutiva e o processo 
de destruição parece ser causado pelas células T citotóxicas 
CD8* que infiltram a glândula, e também, possivelmente, pelos 
autoanticorpos IgG fixadores de complemento (Figura 18.16c), 
que também causam hipotireoidismo. A relação exata entre 
tireoidite atrófica e doença de Hashimoto não está totalmente 
esclarecida, mas aparentemente elas podem representar os dois 
extremos de um espectro da tireoidite autoimune. 


Músculo e nervo 


A fraqueza muscular transitória observada em uma porcenta- 
gem pequena dos bebês nascidos de mães com miastenia 
gravis, assim como ocorre na doença de Graves, poderia ser 
compatível com a transferência transplacentária de uma IgG. 
Nesse caso, o anticorpo seria capaz de inibir a transmissão 
neuromuscular. Duas evidências claras favoráveis a essa hipó- 
tese são a detecção consistente de anticorpos contra os recep- 
tores de acetilcolina muscular (AChR) nos pacientes 
miastênicos e a depleção destes receptores dentro das placas 
motoras terminais. Além disso, os sintomas da miastenia 
podem ser induzidos nos animais por injeção dos anticorpos 
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Figura 18.17 Tireotoxicose neonatal. (a) Os autoanticorpos que estimulam a tireoide por meio dos receptores do TSH são IgG e 
atravessam a placenta. (b) Por essa razão, a mãe com tireotoxicose gera um bebê com hiperatividade tireóidea, que regride 
espontaneamente à medida que a IgG materna é catabolizada. (Fotografia cedida por cortesia de A. MacGregor.) 


monoclonais contra o AChR, ou por imunização ativa com 
os próprios receptores purificados. No entanto, a maioria dos 
bebês de mães miastênicas não tem doença muscular e, como 
também parece ocorrer em outras doenças neonatais transi- 
tórias causadas por anticorpos maternos, isto depende em 
grande parte dos níveis dos autoanticorpos presentes na mãe. 

As anormalidades neuromusculares também podem ser 
induzidas nos camundongos pelas injeções de soro dos 
pacientes com a síndrome de Lambert-Eaton, que contém 
anticorpos contra os canais de cálcio pré-sinápticos. Na sín- 
drome de Guillain-Barré (polineurite periférica que regride 
espontaneamente), foram detectados autoanticorpos contra 
os canais de sódio com reatividade cruzada com os bacilos da 
espécie de Campylobacter. 


Estômago 


A lesão histopatológica básica da anemia perniciosa é uma 
gastrite atrófica na qual a infiltração crônica por células 
mononucleares inflamatórias está associada à degeneração das 
glândulas secretórias e à incapacidade de produzir ácido clo- 
rídrico. O desenvolvimento da acloridria quase certamente é 
acelerado pela ação inibitória dos anticorpos contra a bomba 
de prótons do estômago (ATPase dependente de H'/K”). 


Outros tecidos 
Intestinos 


Alguns pacientes com gastrite atrófica autoimune eviden- 
ciada por acloridria e anticorpos contra células parietais sim- 
plesmente passam muitos anos sem desenvolver deficiência de 
vitamina B,,, que causa a anemia perniciosa. É provável que 
a destruição autoimune seja praticamente compensada pela 
regeneração das células da mucosa, e esta explicação poderia 
justificar a observação de que os corticoides em doses altas 
podem recuperar a função gástrica de alguns pacientes com 
anemia perniciosa. Contudo, esse equilíbrio poderia ser 
perdido se o paciente começasse então a produzir anticorpos 
contra o fator intrínseco na luz do trato gastrintestinal; esses 


anticorpos neutralizariam a pequena quantidade de fator 
intrínseco ainda disponível e o organismo entraria em balanço 
negativo de vitamina B,,. Os sintomas da deficiência de vita- 
mina B;,, a anemia perniciosa e a degeneração da medula 
espinal (em alguns casos) poderiam então ocorrer depois de 
um intervalo considerável, à medida que as reservas hepáticas 
fossem exauridas. 

A tolerância normalmente adquirida às proteínas dietéti- 
cas parece estar suprimida na doença celíaca (p. 429), na 
qual a hipersensibilidade das células T ao glúten do trigo 
pode ser demonstrada no intestino delgado. Como o glúten 
pode ligar-se firmemente à proteína da matriz extracelular 
(endomísio), a captação do complexo pela IgA das células B 
específicas para endomísio poderia “carregar” o glúten para 
dentro da célula e iniciar seu processamento e sua apresen- 
tação (ligado às moléculas do MHC classe II) aos linfócitos 
T específicos para glúten (Figura 18.9). A estimulação das 
células B poderia então resultar na secreção de autoanticor- 
pos IgA antiendomísio, que são exclusivos dos pacientes com 
doença celíaca. Apesar da presença desses autoanticorpos, 
como a ingestão dietética desencadeia o processo, essa doença 
é considerada uma reação de hipersensibilidade do tipo IV, 
mais que uma doença autoimune clássica. 


Pele 
A patogenia humoral do pênfigo vulgar é favorecida pela 


correlação entre a gravidade da doença e os títulos dos autoan- 
ticorpos contra desmogleína 3 (um membro da família 
caderina de moléculas de adesão dependentes do Ca”) pre- 
sente nas junções intercelulares das células epiteliais escamo- 
sas. Do mesmo modo, os anticorpos contra desmogleína 
1 parecem mediar a formação das bolhas epidérmicas do 


pênfigo foliáceo. 
Esperma 


Em alguns homens estéreis, os anticorpos aglutinantes causam 
agregação dos espermatozoides e interferem na sua penetração 
no muco cervical. 


Membrana basal glomerular (MBG) 


Com a doenga renal imune, os modelos experimentais pre- 
cederam à demonstração das lesões correspondentes da 
doença humana. À injeção das preparações de MBG (com 
reatividade cruzada) heteróloga combinadas com adjuvante 
de Freund completo causa glomerulonefrite nos carneiros e 
em outros animais de laboratório. Os anticorpos contra a 
MBG podem ser demarcados pela coloração imunofluores- 
cente com anti-IgG nas biopsias dos animais com nefrite. 
Esses anticorpos são, em grande parte ou totalmente, absor- 
vidos pelos rins in vivo e podem transferir passivamente a 
doença a outro animal da mesma espécie. 

Uma condição praticamente idêntica ocorre nos seres 
humanos com determinados tipos de glomerulonefrite, prin- 
cipalmente a que está associada às hemorragias pulmonares 
(síndrome de Goodpasture). As biopsias renais desses 
pacientes demonstram deposição linear de IgG e C3 ao longo 
da membrana basal dos capilares glomerulares (veja a 
Figura 15.18a). Lerner e colaboradores realizaram eluição do 
anticorpo anti-MBG retirado de um rim afetado e injeta- 
ram-no no sagui. O anticorpo fixou-se rapidamente à MBG 
do animal receptor e produziu nefrite fatal. É difícil evitar a 
conclusão de que a lesão observada nos seres humanos fosse 
resultado direto do ataque da MBG por esses anticorpos 
fixadores de complemento. As alterações pulmonares associa- 
das à síndrome de Goodpasture são atribuídas à reatividade 
cruzada com alguns dos anticorpos anti-MBG. 


Coração 


O lúpus eritematoso neonatal é a causa mais comum de 
bloqueio cardíaco completo congênito. Quase todos os 
casos foram associados aos títulos maternos altos de anti-La/ 
SS-B ou anti-Ro/SS-A. O coração da mãe não é afetado. A 
descoberta fundamental foi que o anti-Ro ligava-se aos tecidos 
cardíacos do recém-nascido e alterava o potencial de ação 
transmembrana por inibição da repolarização. A IgG anti-Ro 
entra na circulação fetal por transferência transplacentária, 
mas ainda que os corações das mães e dos fetos fiquem expos- 
tos ao autoanticorpo, apenas estes últimos são afetados. O 
anti-La também se liga aos corações dos fetos afetados e reage 
contra a laminina da membrana basal. 


Efeitos patogênicos dos complexos 
com autoantígenos 


Lúpus eritematoso sistêmico 


Quando são produzidos autoanticorpos contra componentes 
solúveis aos quais eles têm acesso contínuo, há formação de 
complexos que podem desencadear reações de hipersensibili- 
dade do tipo III, principalmente quando as anormalidades 
dos primeiros componentes da via clássica do complemento 
impedem sua eliminação eficaz. Desse modo, embora a defi- 
ciência homozigota de complemento seja uma causa rara de 
LES — o arquétipo das doenças causadas por imunocomple- 
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xos — esta condição é o genótipo mais potente de suscetibi- 
lidade à doença identificado até hoje; mais de 80% dos 
pacientes com deficiência homozigota de Clq e C4 têm LES. 
Até 50% dos pacientes têm autoanticorpos contra a parte 
colagenosa do Clq, mas na verdade há grande variedade de 
autoantígenos diferentes no lúpus (Tabela 18.2), alguns dos 
quais são componentes do nucleossoma (Figura 18.1b) — o 
mais característico é o DNA de dupla hélice (dsDNA). O 
anti-dsDNA encontra-se em grandes quantidades nas crioglo- 
bulinas e nos eluatos ácidos dos tecidos renais dos pacientes 
com nefrite lúpica, onde pode ser detectado (nos complexos 
contendo complemento) por coloração imunofluorescente 
das biopsias renais dos pacientes com indícios de disfunção 
renal. O padrão de coloração com anti-IgG ou anti-C3 fluo- 
rescente é puntiforme ou “granular”, conforme descrito (veja 
a Figura 15.18b); isto contrasta acentuadamente com o 
padrão linear causado pelos anticorpos anti-MBG da sin- 
drome de Goodpasture (Figura 15.184). Os complexos 
aumentam de tamanho e formam agregados visíveis à micros- 
copia eletrônica como grumos amorfos nos dois lados da 
MBG (Figura 18.18). Durante a fase ativa da doença, os 
níveis séricos do complemento diminuem à medida que os 
componentes são requisitados pelos agregados imunes dos 
rins e da circulação. Como o próprio nome da doença indica 
(LES), a deposição dos complexos é generalizada e, embora 
40% dos pacientes por fim desenvolvam lesões renais, os 
índices correspondentes de acometimento dos órgãos são os 
seguintes: 98% para pele (Figura 18.19), 98% para articula- 
ções/músculos, 64% para pulmões, 60% para sangue, 60% 
para cérebro e 20% para coração. 

A produção espontânea de anti-dsDNA também é um 
aspecto predominante nos modelos animais de LES, tais como 
camundongos NZB x W e MRL//pr, que se evidenciam por 


Figura 18.18 Biopsia renal de um paciente com LES e 
glomerulonefrite grave por imunocomplexos e proteinúria. 
Fotografia de microscopia eletrônica demonstrando 
espessamento irregular das paredes dos capilares glomerulares 
por complexos subepiteliais (a) e subendoteliais (b). A região 
mesangial apresenta grandes quantidades de complexos 
(provavelmente fagocitados). (Cortesia de A. Leatham.) 
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Figura 18.19 “Banda” lúpica do LES. A esquerda — corte de 
pele demonstrando espessamento discreto da junção 
dermoepidérmica com células inflamatórias subjacentes 
dispersas e um foco inflamatório significativo nas camadas mais 
profundas; pequeno aumento, coloração com hematoxilina e 
eosina (H&E). À direita — coloração fluorescente verde de uma 
biopsia de pele examinada sob grande ampliação 
demonstrando deposição de complexos com IgG (o 

anti-C3 produz o mesmo aspecto) na membrana basal da 
junção dermoepidérmica. (Cedida gentilmente por D. Isenberg.) 


doença fatal por imunocomplexos. A afinidade alta e a classe 
IgG desses anticorpos, bem como a atenuação dos sintomas e 
a redução dos imunocomplexos glomerulares renais depois do 
tratamento dos camundongos NZB x W com DNase I ou 
anti-CD40, constituem evidências convincentes de que a 
patologia seja mediada por imunocomplexos desencadeados 
por antígenos e dependente das células T. Contudo, como o 
próprio DNA não é um antígeno timodependente e os autoan- 
ticorpos do LES incluem um grupo dirigido contra os antíge- 
nos fisicamente semelhantes que constituem o nucleossoma, 
pode-se imaginar um mecanismo de “carregamento” do tipo 


ilustrado na Figura 18.9. Como surgem na superfície das 
células apoptóticas “bolhas” no nucleossoma, que contém 
fragmentos de cromatina (DNA mais histonas), e como a 
expansão das populações de células T específicas para nucleos- 
soma precede ao início das manifestações clínicas do LES, o 
cenário provável é o seguinte. O material do nucleossoma é 
capturado pelos receptores de superfície das células B anti- 
-DNA e interiorizado; em seguida, o complexo peptídio de 
histona processado-MHC classe II é apresentado às células T 
auxiliares específicas para histona e tem início a proliferação 
clonal das células que produzem anticorpo anti- DNA 
(Figura 18.20). Os complexos de anti-DNA com material do 
nucleossoma circulante podem ser detectados e ligam-se por 
meio da histona ao sulfato de heparano extracelular, onde 
podem acumular-se e lesar os tecidos dos órgãos-alvos 


(incluindo o glomérulo renal). 


Artrite reumatoide 
Evidência morfológica de atividade imune 


As anormalidades articulares da AR são produzidas basica- 
mente pela proliferação desregulada e infiltrativa das células 
sinoviais, que se transformam no que é conhecido como um 
pano que recobre e destrói cartilagens e ossos (Figura 18.2 1a-e). 
A membrana sinovial que circunda e mantém o espaço articular 
torna-se intensamente celular em consequência da hiper-reati- 
vidade imunológica considerável, conforme se evidencia pelas 
grandes quantidades de células T' (principalmente CD4) em 
vários estágios de ativação, geralmente associadas às células 
dendríticas e aos macrófagos (Figura 18.21f); os plasmócitos 
são detectados frequentemente e, em alguns casos, existem até 
folículos secundários com centros germinativos, como se a 
sinóvia houvesse se transformado em um linfonodo 
(Figura 18.21g-j). Nessa doença, há expressão generalizada do 
HLA-DR de superficie (classe II); os linfócitos B e T, as células 


dendríticas, as células do revestimento sinovial e os macrófagos 
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O 
3 
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Célula Depuração |Nucleossoma| Resposta Célula T Célula B Síntese de Imuno- Li ao | Lesão do 
apoptótica deficiente |em “excesso”| autoimune ativada específica para anti-DNA complexo | glomérulo | órgão-alvo 
com bolhas desregulada | específica anti- DNA de 
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Figura 18.20 Mecanismo patogenético teórico da lesão dos órgãos-alvo no LES. Os nucleossomas derivados das células 
apoptóticas podem estimular a produção de anti-DNA por um mecanismo de “carregamento” nos hospedeiros suscetíveis. 

Os complexos resultantes ligam-se ao sulfato de heparano da membrana basal glomerular, onde induzem a glomerulonefrite. 

A incidência alta de lúpus nos indivíduos com deficiência de C1q e a suscetibilidade dos pacientes com lúpus às erupções 
cutâneas depois da exposição à UV da luz solar (que induz a apoptose das células cutâneas) também são fatos conhecidos. APC, 
célula apresentadora de antígenos; GN, glomerulonefrite; PAS, precursor amiloide sérico. 
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Figura 18.21 Artrite reumatoide (AR). (a) Mãos de um paciente com AR, demonstrando as deformidades clássicas em pescoço de 
ganso. (b) Ilustração esquemática de uma articulação diartrodial demonstrando erosões osteocartilaginosas sob o pano (pannus) 
derivado da membrana sinovial. (c) Articulação interfalangiana proximal com erosão óssea acentuada e erosão marginal da 
cartilagem. (d) Estágio inicial do pano com tecidos de granulação proliferando sobre a patela. (e) Histologia do pano demonstrando 
erosão nítida do osso e da cartilagem na margem celular. (f) Sinóvia reumatoide com células apresentadoras de antígeno positivas 
para classe II (verde) em contato direto com as células T CD4* (laranja). 


são positivos, indicando atividade muito intensa (Figura 
18.21k). Essa reatividade imune vigorosa fornece um estí- 
mulo intenso às células do revestimento sinovial, que se trans- 
forma no pano invasivo e, desse modo, causa erosões articulares 
por meio da liberação de mediadores destrutivos. Também 
podem ocorrer nódulos reumatoides granulomatosos (Figura 
18.211,m). 


Autossensibilização à IgG e formação 
dos imunocomplexos 


Os autoanticorpos contra a região Fc da IgG (Figura 18.224), 
conhecidos como fatores reumatoides, são típicos dessa 
doença e são detectáveis em quase todos os pacientes com AR. 
A maioria tem fatores reumatoides da classe IgG ou IgM. É 
importante salientar um aspecto singular e estranho dos 
fatores reumatoides da classe IgG; como eles são simultanea- 
mente antígenos e anticorpos, estes fatores são capazes de 
realizar autoassociação (Figura 18.22b) para formar imuno- 
complexos realmente “hermafroditas”. Os agregados de IgG 
podem ser detectados nos tecidos sinoviais e no líquido arti- 
cular, onde desencadeiam as reações inflamatórias agudas 
típicas com exsudatos. 

A porcentagem de açúcares que não contêm galactose no 
Fcy da IgG dos pacientes com AR quase sempre é maior que 
nos controles. Está bem demonstrado que as gestantes com AR 
entram em remissão da doença quando se aproximam do termo 
da gestação, embora tenham exacerbações depois do parto; à 
medida que a artrite entra em remissão, os níveis de IgG sem 
galactose diminuem, mas à medida que a doença agrava depois 


do parto, os níveis voltam a atingir valores anormais, sugerindo 
uma relação direta com o processo patológico. 


Lesão dos tecidos 


Conforme explicado na legenda da Figura 18.22, os imuno- 
complexos podem ser estabilizados pelas moléculas de ligação 
polivalentes de Fcy, pelo fator reumatoide IgM e pelo Clq; 
quando estão presentes no espaço articular, esses imunocom- 
plexos podem atrair neutrófilos, resultando na liberação dos 
intermediários reativos do oxigênio (ROI, do inglês, reactive 
oxygen intermediates) e enzimas lisossômicas. Isso inclui protea- 
ses neutras e colagenase, que podem lesar a cartilagem arti- 
cular por decomposição dos proteoglicanos e das fibrilas de 
colágeno. A lesão é agravada quando os complexos ficam ade- 
ridos à cartilagem, na medida em que os neutrófilos ligam-se, 
mas não conseguem englobar estes complexos (“fagocitose 
frustrada”); consequentemente, as hidrolases lisossômicas são 
liberadas no espaço extracelular entre a célula e a cartilagem, 
onde ficam protegidas dos inibidores enzimáticos como a 
@2-macroglobulina. 

Os agregados também podem estimular as células seme- 
lhantes aos macrófagos do revestimento sinovial, seja direta- 
mente por seus receptores de superfície ou indiretamente por 
fagocitose e resistência à digestão intracelular. Nesse ponto, 
devemos lembrar que a liberação das citocinas como o TNF 
e o GM-CSF pelas células T ativadas (veja adiante) também 
fornece estimulação potente dos macrófagos. As células sino- 
viais ativadas proliferam e formam o pano (pannus) que 
recobre a cartilagem (Figura 18.21d) e, nas margens desse 
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Figura 18.21 (Continuação). (g) Células inflamatórias crônicas nas camadas profundas da sinóvia da AR. (h) Sinóvia hipervilosa 
demonstrando folículos secundários bem formados com centros germinativos (ocorrência relativamente rara). (i) Imagem de grande 
aumento de uma área de sinóvia afetada demonstrando coleções de plasmócitos clássicos. (j) Plasmócitos isolados dos tecidos 
sinoviais corados simultaneamente para IgM [com F(ab’), anti-u marcado com fluoresceina] e para fator reumatoide (com Fey 
agregado e marcado com rodamina). Dois dos quatro plasmócitos IgM-positivos pareciam sintetizar fatores reumatoides. (k) Sinóvia 
reumatoide demonstrando grandes quantidades de células coradas por anticorpos anti-HLA-DR (anticlasse II). (I) Nódulos 
reumatoides volumosos no antebraço. (m) Aspecto granulomatoso do nódulo reumatoide com área central necrótica circundada por 
células epiteliais, macrófagos e linfócitos dispersos. Os plasmócitos que produzem fator reumatoide geralmente são evidenciados e 
a lesão provavelmente representa uma resposta à formação dos complexos de anti-lgG insolúveis. [Ilustrações cedidas gentilmente 
por: D. Isenberg (a); L.E. Glynn (c-e, g-i); G. Janossy (f,k); e P. Youinou e P. Lydyard (j)] 


Figura 18.22 Complexos autoassociados de fator reumatoide 
EE IgG. (a,b) Embora a afinidade seja relativamente baixa, a força 
da ligação é aumentada pelo “efeito bônus” do acoplamento 
{ jj mútuo e, além disso, esses complexos depositados na 
articulação podem ser estabilizados pelo fator reumatoide IgM 
> (IgM anti-Fey) e pelo C1q, que dispõem de sitios de ligação 
— polivalentes para a IgG. 
Fey 
Fator wy Fator reumatoide 
reumatoide IgG IgG autoassociado 


tecido em proliferação, pode-se observar decomposição 
(Figura 18.21e), quase certamente em consequência da libe- 
ração de enzimas, ROI e principalmente IL-1, IL-6 e TNE. 
Os macrófagos ativados também secretam ativador do plas- 
minogênio e a plasmina formada em seguida ativa uma cola- 
genase latente produzida pelas células sinoviais. Os produtos 
secretados pelo macrófago estimulado podem influenciar os 
condrócitos (células que secretam e mantêm a cartilagem) a 
ampliar a decomposição da cartilagem, enquanto os osteo- 
clastos causam a reabsorção óssea, que também é uma com- 
plicação da doença grave (Figura 18.210). 


Hipersensibilidade mediada pelas 
células T como fator patogênico das 
doenças autoimunes 


Artrite novamente 


Na artrite reumatoide, a sinóvia cronicamente inflamada é 
densamente infiltrada por células T ativadas e seu papel 
fundamental no processo patogênico é enfatizado pelos 
efeitos benéficos do tratamento com ciclosporina e anti- 
CD4. Os níveis altos de IL-15 dentro da membrana sinovial 
podem recrutar e ativar as células T, cujas secreção de cito- 
cinas e capacidade de induzir a síntese de TNF e mais 
IL-15 pelos macrófagos resultam na formação do pano 
(pannus) com erosão subsequente da cartilagem e do osso 
(Figura 18.21e). Os próprios condrócitos também podem 
ser alvos da doença. 

O mecanismo antigênico da artrite reativa é mais acessí- 
vel ao estudo porque é desencadeada por uma infecção, seja 
do trato urogenital por Chlamydia trachomatis ou do trato 
gastrintestinal por Yersinia, Salmonella, Shigella ou 
Campylobacter. Todos esses microrganismos são bactérias 
intracelulares obrigatórias ou facultativas e, desse modo, 
podem escapar do sistema imune escondendo-se dentro das 
células. Entretanto, também pode haver mimetismo molecu- 
lar. A infecção natural dos camundongos por Salmonella 
thyphimurium gera células T citotóxicas CD8, que reconhe- 
cem um epítopo imunodominante da molécula GroEL apre- 
sentada pela Qa-1 da classe Ib e tem reatividade cruzada com 
um peptídio da hsp60 dos camundongos, possibilitando 
assim uma reação com os macrófagos estressados. Nos seres 
humanos, os indivíduos HLA-B27 são particularmente sus- 
cetíveis a desenvolver artrite reativa, e a importância do com- 
ponente microbiano é enfatizada pelas experiências com 
camundongos portadores de um transgene do HLA-B27; 
quando são criados num ambiente livre de germes, as lesões 
ficam limitadas à pele, mas no ambiente microbiológico 
natural dos criadouros de animais normais, a pele, o intestino 
e as articulações são afetados. Assim como ocorre na AR, por 
que as articulações são usadas como alvos e qual é o papel do 
B27? Apenas uma em 300 células T da sinóvia da artrite 
reativa é CD8* e, consequentemente, restrita ao MHC classe 
I É possível que uma sequência de reatividade cruzada 
do B27 funcione como epitopo críptico, perpetuando um 
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estímulo microbiano sutil com amplificação da resposta 
autoimune. 

A espondilite ancilosante (EA) é outro distúrbio reuma- 
tológico diretamente associado ao HLA-B27. Os autoanticor- 
pos foram detectados apenas recentemente nessa doença e 
têm especificidade para um grupo de proteínas dos tecidos 
conjuntivos e esqueléticos. Os efeitos benéficos do tratamento 
com anti-TNF sugerem um papel importante dessa citocina 
na patogenia da doença. Apesar da associação direta com a 
classe I, estudos com ratos transgênicos HLA-B27 (um 
modelo experimental da EA humana) indicaram que as 
células T citotóxicas CD8* não desempenhassem um papel 
importante na patogenia da doença. Pelo contrário, a tendên- 
cia de as moléculas HLA-B27 desdobrarem-se no retículo 
endoplasmático e, em seguida, formarem dímeros resulta em 
uma resposta de estresse à proteína desdobrada, levando à 
produção excessiva de IL-23 pelas células Th17 depois da 
ativação do receptor de reconhecimento de padrões. Os poli- 
morfismos do gene do receptor da IL-23 estão associados ao 
desenvolvimento da EA humana. 


Doença endócrina órgão-específica 
Doença de Hashimoto 


O infiltrado inflamatório da tireoidite de Hashimoto (veja a 
Figura M18.1.1c) representa uma reação de hipersensibili- 
dade mediada pelas células T. A demonstração das moléculas 
da classe II nas células epiteliais da tireoide dos pacientes e a 
presença das células Thl antígeno-específicas na glândula 
sugerem a participação dessas células. A destruição das células 
epiteliais da tireoide pode envolver o acoplamento do Fas à 
sua superfície, com indução subsequente da apoptose. 

Voltemos aos modelos animais em busca de mais evidén- 
cias, embora indiretas. A remoção das células T das galinhas 
da raça obesa (OS) impede o desenvolvimento espontâneo da 
tireoidite e, ao nível das células-alvo, o limiar de indução do 
MHC classe II nas células epiteliais da tireoide dessas galinhas 
pelo IENy é muito menor que o referido para as células 
tireoides normais, reforçando também a hipótese de que uma 
anormalidade da glândula seja um fator contribuinte para o 
fenótipo de suscetibilidade. Outro modelo, no qual a tireoi- 
dite é induzida pela tireoglobulina combinada com o adju- 
vante de Freund completo (veja a Figura M18.1.1b), pode ser 
transferido aos receptores histocompatíveis virgens (naives) 
com clones de células T CD4* específicos para peptidios que 
contêm tiroxina. 


Diabetes tipo 1 


Assim como ocorre com a tireoidite autoimune, o diabetes 
tipo 1 envolve infiltração inflamatória crônica e destruição de 
tecidos específicos, neste caso as células B secretoras de insu- 
lina das ilhotas de Langerhans do pâncreas. A postergação do 
início da doença, que é conseguido mediante o tratamento 
precoce com ciclosporina em níveis que pouco afetam a 
síntese dos anticorpos, sugere um papel patogênico das células 
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T efetoras no processo destrutivo, porque esse fármaco atua 
especificamente na síntese das citocinas pelas células T. Jn 
vitro, as respostas das células T aos antígenos das células das 
ilhotas pancreáticas (incluindo descarboxilase do ácido gluta- 
mico, GAD) refletem diretamente o risco de progressão ao 
diabetes clínico. A intensidade dos fatores de risco associados 
a determinados alelos HLA-DQ também tem uma forte 
influência da ação das células T. 

Com o objetivo de entender mais claramente o ambiente 
celular e a destruição das células B das ilhotas pancreáticas, 
devemos estudar o camundongo diabético não obeso 
(NOD) que desenvolve espontaneamente uma doença dia- 
bética muito semelhante ao diabetes tipo 1 humano em sua 
gama de respostas autoimunes e a associação da destruição 
das ilhotas pancreáticas por um infiltrado crônico de células 
T e macrófagos (Figura 18.23). Muitas das células T que 
infiltram as ilhotas pancreáticas dos camundongos diabéti- 
cos têm um perfil de citocinas do tipo Th1 e podem trans- 
mitir a doença aos receptores NOD congênicos para a 
mutação da imunodeficiência combinada grave (SCID). 
Entretanto, outro fator claramente implicado são os aumen- 


tos da IL-21 secretada pelas células Th17, que resultam dos 
polimorfismos NOD-associados do sítio de ligação do fator 
de transcrição Sp1 na região promotora do gene IL-21. 

Até 50% das células T infiltrantes isoladas das ilhotas dos 
camundongos NOD pré-diabéticos são específicas para insu- 
lina e podem transferir a doença aos outros animais jovens. 
Entretanto, as células T específicas para GAD também podem 
ser isoladas e também são diabetogênicas. 

Nos sistemas nervosos central e periférico, a GAD produz 
ácido y-aminobutirico (GABA) — um neurotransmissor ini- 
bitório importante — a partir da glutamina. Os autoanticor- 
pos contra GAD são detectados não apenas no diabetes tipo 
1, mas também na síndrome do homem rígido, na qual há 
uma anormalidade das vias GABA-érgicas que controlam a 
atividade dos neurônios motores. Os anticorpos não podem 
ter ação patogênica porque a GAD está presente na superfície 
interna da membrana plasmática, mas as células T podem ser 
patogênicas. Ainda não está claro como o cérebro (tão dife- 
rente das ilhotas pancreáticas) poderia ser afetado especifica- 
mente, mas 30% dos pacientes com essa síndrome desenvolvem 
diabetes tipo 1. 


Figura 18.23 Destruição das células f das ilhotas pancreáticas pelas células T infiltrativas dos camundongos diabéticos não 
obesos (NOD). (a) Ilhotas normais intactas. (b) Infiltração inicial ao redor das ilhotas. (c) Penetração das ilhotas pelas células T 
infiltrativas. (d) Destruição praticamente completa das células produtoras de insulina com substituição pelas células T invasoras. A 
insulina foi corada com anticorpos conjugados com rodamina, enquanto as células T foram coradas com anti-CD3 combinado com 
fluoresceína. (Dados reproduzidos de Quartey-Papafio R. et al. (1995) Journal of Immunology 154, 5567-5575; fotografias cedidas 


gentilmente por J. Phillips.) 


Esclerose múltipla (EM) 


A hipótese de que a EM seja uma doença autoimune foi 
proposta há muitos anos, tendo em vista sua semelhança 
morfológica com a encefalomielite autoimune experimental 
(EAE, originalmente descrita pelo termo alternativo encefa- 
lomielite autoalérgica experimental). Essa doença desmielini- 
zante é produzida pela imunização com mielina, geralmente 
pela proteína básica da mielina (MBP, do inglês, myelin basic 
protein) combinada com o adjuvante de Freund completo, 
resultando em paralisia motora (Figura 18.24). Os clones de 
células T específicos para MBP transferem a doença, mas ela 
pode ser agravada pela injeção de um anticorpo monoclonal 
contra o vírus de Theiler (vírus da encefalomielite murina), 
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que tem reatividade cruzada com um epitopo da mielina e 
dos oligodendrócitos. Presumivelmente, a célula T desenca- 
deia a inflamação localizada que afeta as células endoteliais da 
barreira hematencefálica, que abrem as portas para a penetra- 
ção do anticorpo nos tecidos cerebrais. 

Nos seres humanos, o fenótipo DR2 branco definido 
sorologicamente (DRB1*15:01, DQA1*01:02, DQB1*06:02) 
está diretamente relacionado com a suscetibilidade à EM. 
Além disso, no mínimo 37% das células T ativadas que res- 
pondem à IL-2/4 no líquido cefalorraquidiano são específicas 
para os componentes da mielina, em comparação com a 
porcentagem de 5% dos indivíduos com outros distúrbios 


neurológicos. Os indícios de que se trate de uma doença 
autoimune são reforçados pela observação de que uma molé- 


Figura 18.24 Encefalomielite autoimune experimental (EAE) — um modelo desmielinizante de esclerose múltipla induzida 
pela imunização com antígenos cerebrais combinados com adjuvante de Freund completo (CFA). (a) Rato com lesão inicial da 
EAE, 9 dias depois da imunização com homogeneizado de medula espinal de ratos com CFA. A lesão da substância branca do 
encéfalo, que provavelmente tem algumas horas de duração, apresenta infiltração perivenosa de linfócitos e monócitos (inflamação 
mononuclear pura) com invasão do parênquima neural por essas células. A mielina não foi corada. (b) Medula espinal lombar de 
um rato com EAE crônica depois da imunização como proteína proteolipídica da mielina. Havia lesões desmielinizantes grandes nos 
cornos dorsais à esquerda (grande) e à direita (pequena), bem como no ângulo inferior esquerdo. A substância cinzenta também 
estava afetada pela inflamação persistente, que acometia principalmente o corno dorsal esquerdo. A mielina normal foi corada em 
marrom. (c) EAE recidivante crônica de uma cobaia. Placas desmielinizadas grandes na substância branca do encéfalo (setas), 
muito semelhantes às placas da esclerose múltipla. (Legenda e imagens cedidas por B. Waksman; (b) segundo originais de Trotter 


e (c) de Lassmann e Wisniewski.) 


520 Fundamentos de Imunologia 


cula com sequência de aminoácidos Leu-Arg-Gly encontrada 
em cerca de 40% das recombinações N(D)N do VB5.2 do 
TCR nas células T das lesões da EM está presente em um 
clone VB5.2 retirado de um paciente com a doença e tem 
ação citotóxica contra os alvos que contêm o peptídio 
89-106 da MBB É importante enfatizar claramente a neces- 
sidade de continuar as tentativas de induzir tolerância. 


Outras doenças com atividade 
autoimune 


Ataques aos vasos sanguíneos 


O aspecto característico da granulomatose de Wegener é a 
vasculite granulomatosa necrosante associada aos anticor- 
pos anticitoplasma dos neutrófilos (CANCA, Figura 18.25). 
Embora esses autoanticorpos estejam dirigidos contra a pro- 
tease III intracelular dos grânulos primários dos neutrófilos, a 
pré-ativação dessas células pelo TNF provoca translocação da 
protease para a superfície celular. Em seguida, o autoanticorpo 
ativa a célula e provoca desgranulação com liberação de várias 
enzimas proteolíticas e formação dos ROI, que lesam o endo- 
télio dos vasos sanguíneos e, desse modo, causam as lesões 
vasculíticas da doença. 

A arterite de células gigantes (também conhecida como 
arterite temporal porque a artéria temporal é acometida fre- 
quentemente) é uma vasculite das artérias de médio e grosso 
calibres, que afeta cerca de 1 dentre 500 indivíduos com mais 
de 50 anos. O nome dessa doença originou-se das células 
gigantes multinucleadas que se formam com a fusão dos 
macrófagos. As células dendríticas, os macrófagos e as células 
T CD4* das lesões parecem desempenhar um papel patoge- 
nético fundamental. Os supostos autoantígenos são apresen- 
tados pelas células dendríticas aos linfócitos Thl que, com a 
produção de grandes quantidades de IFNy, estimulam os 
macrófagos a secretarem IL-1B e IL-6. Os intermediários 
reativos do oxigênio e as metaloproteases matriciais também 
são produzidos pelos macrófagos ativados e causam lesão vas- 
cular. Além disso, o IFNy estimula as células gigantes a pro- 
duzirem o fator de crescimento da célula endotelial vascular 
(VEGF), que estimula a proliferação dos capilares, além de 
interferon, que também estimula as células gigantes e os 


macrófagos comuns a secretar o fator de crescimento derivado 
das plaquetas (PDGF), levando à proliferação das células da 
íntima que formam o revestimento interno do vaso san- 
guíneo. O antígeno não está definido, mas a doença está 
diretamente relacionada com o HLA-DR4 e responde muito 
bem aos corticoides em doses altas. 

A esclerodermia, também conhecida como esclerose sis- 
têmica, é subdividida em dois subgrupos principais: esclero- 
dermia cutânea limitada, que, como o próprio nome sugere, 
tem lesões geralmente limitadas à pele; e esclerodermia 
cutânea difusa, na qual os órgãos internos frequentemente 
também são lesados. Os dois tipos caracterizam-se por depo- 
sição aumentada de colágeno e outros componentes da matriz, 
causando fibrose extensiva da pele e dos órgãos internos ao 
redor das artérias de pequeno calibre e na microcirculação, 
por fim resultando em obstrução capilar. A patogenia não está 
bem esclarecida, mas a presença dos autoanticorpos contra 
centrômero, nucléolos e topoisomerase-1 (Scl-70) sugere a 
participação expressiva dos elementos autoimunes; além 
disso, as lesões são infiltradas por células B e T, macrófagos e 
mastócitos. As células T têm fenótipo predominante Th2, 
enquanto as células B podem contribuir com a produção de 
TGEB e IL-6. As mutações do gene da fibrilina 1, que codifica 
uma proteína da matriz extracelular, poderiam desempenhar 
um papel importante aumentando a deposição dos polímeros 
dessa proteína, que comprovadamente ativam a atividade 
fibrinolítica do TGFB. 

As placas ateroscleróticas são lesões focais das artérias 
musculares e elásticas calibrosas. As placas causam espessa- 
mento da íntima e são constituídas de uma cobertura fibrosa 
subendotelial de colágeno e tecido conjuntivo rico em matriz, 
células espumosas (macrófagos abarrotados de lipídios) e células 
musculares lisas em proliferação. A ruptura das placas causa 
trombose. As células T (principalmente com fenótipo Th1), as 
células B, os macrófagos, as células dendríticas, os mastócitos 
e os neutrófilos estão presentes nas lesões. Isso originou a hipó- 
tese de que a aterosclerose fosse uma doença autoimune. Os 
principais autoantígenos em potencial são as lipoproteínas de 
baixa densidade (LDL), a proteína do choque térmico (hsp) e 
a Bo-glicoproteína-1. Os receptores de varredura dos macrófa- 
gos aderem à LDL oxidada, incluindo os fragmentos altamente 


Figura 18.25 Anticorpos anticitoplasma neutrofílico (CANCA). 
À esquerda — coloração citoplasmática difusa para CANCA 
específico para protease Ill da granulomatose de Wegener; à 
direita — coloração perinuclear para p-ANCA pelos anticorpos 
antimieloperoxidase da periarterite nodosa. Os neutrófilos fixos 
foram tratados primeiramente com o soro do paciente e, em 
seguida, com Ig anti-humana conjugada com fluoresceina. 
(Fotografias cedidas gentilmente por G. Cambridge.) 


proinflamatórios malondialdeído e aldeído 4-hidroxinonenal, 
e em seguida podem apresentar esses autoantígenos às células 
T. Além disso, os imunocomplexos formados por IgG, LDL 
oxidada e B,-glicoproteína-1 parecem ter atividade aterogénica. 
É importante ressaltar também que a imunização com a 
hsp65 micobacteriana estimula a formação de lesões ateroscle- 
róticas nos sujeitos submetidos a um estresse hemodinâmico 
expressivo e que a dieta rica em colesterol agrava estas lesões. 
Os anticorpos e as células Th1 são produzidos e reagem com a 
hps60 humana (Figura 18.26) em consequência da semelhança 
substancial entre sua sequência e a da hsp65 micobacteriana. 
Com prevalência de 1,7% nos EUA, a aterosclerose seria pra- 
ticamente a doença autoimune mais comum, caso fosse consi- 
derada consensualmente como tal. 


Possíveis doenças cutâneas autoimunes 


Nas seções anteriores, mencionamos algumas doenças autoi- 
munes com acometimento da pele, incluindo fibrose associada 
à esclerodermia e erupção típica em asa de borboleta do lúpus 
eritematoso sistêmico. O mixedema pré-tibial ocorre em alguns 
pacientes com doenças de Graves e as bolhas cutâneas estão 
associadas aos pénfigos vulgar e foliáceo. As evidências de que 
todas essas doenças são autoimunes são muito claras. Entretanto, 
existem outras doenças que acometem a pele e também podem 
ser autoimunes. Por exemplo, embora hoje em dia não esteja 
comprovado que a inflamação crônica da psoríase (doença 
diagnosticada em cerca de 2% da população) é desencadeada 
por um agente infeccioso, um autoantígeno ou uma resposta 
às células danificadas ou estressadas, a participação intensa do 
sistema imune parece inquestionável. Se a patologia autoimune 
for confirmada, então a psoríase passará diretamente para o 
topo da “parada de sucessos” reproduzida na Tabela 18.2. A 
participação do sistema imune é reforçada pela infiltração por 
células dendríticas e linfócitos T nas placas da psoríase, nas 
quais a integrina o,f, das células T liga-se ao colágeno tipo IV 
da membrana basal da epiderme. Muitas dessas células T têm 
fenótipo Th17 e secretam IL-17A e IL-22, esta última citocina 
reconhecida por ser um indutor potente da proliferação dos 
ceratinócitos. A efetividade terapêutica dos anticorpos dirigidos 
contra o TNF ou o componente p40 compartilhado pelos 
heterodímeros das citocinas IL-12 e IL-23 apenas reforça a 
contribuição imune dessa doença. 

Um componente autoimune também foi proposto para 
explicar a despigmentação cutânea associada ao vitiligo. É 
importante enfatizar que essa doença tem incidência mais alta 
nos pacientes com outros distúrbios autoimunes clássicos, 
principalmente doença de Graves. A presença das células T 
autorreativas e dos anticorpos contra os melanócitos certa- 
mente acentua as suspeitas. Uma descoberta particularmente 
interessante foram os autoanticorpos bloqueadores dirigidos 
contra o receptor 1 do hormônio concentrador da melanina, 
embora ainda não tenha sido demonstrada sua participação 
direta na patogenia da doença. 
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Figura 18.26 Expressão da proteína 60 do choque térmico em 
uma lesão arteriosclerótica humana em fase inicial. Corte 
espesso (4 um) congelado e não fixado de uma faixa gordurosa 
(= lesão inicial) de uma artéria carótida humana corada por 
imunofluorescência indireta com um anticorpo monoclonal contra 
proteína 60 do choque térmico e um anticorpo secundário 
marcado com fluoresceina. A figura demonstra reação intensa 
com as células endoteliais e também com as células que 
infiltravam a íntima, incluindo células espumosas. (Ampliação 
original 400x.) (Fotografia cedida gentilmente por G Wick.) 


Pesquisa de autoanticorpos 


As Figuras 6.8, 6.29, 6.30 e 18.1 ilustram alguns dos testes 
usados para detectar autoanticorpos. Os autoanticorpos séricos 
frequentemente são marcadores diagnósticos valiosos. A 
triagem do soro pode ser realizada por imunofluorescência em 
cortes de tecidos congelados. Existem testes de aglutinação para 
fatores reumatoides e tireoglobulina, anticorpos contra peroxi- 
dase tiredidea e eritrócitos e também ELISA para anticorpos 
contra fator intrínseco, DNA, IgG, antígenos nucleares extraí- 
veis etc. Os antígenos clonados de genes purificados em ELISA 
de microarranjos ou em ensaios de contas a laser dirigível 
(ALBA, do inglês, addressable laser bead assays) proliferam e 
começam a suplantar a necessidade de usar imunofluorescén- 
cia, que é uma técnica demorada e mais complexa. 

Os testes para detecção de autoanticorpos também podem 
ser valiosos na triagem dos indivíduos sob risco, incluindo 
parentes dos pacientes com doenças autoimunes como diabe- 
tes melito tipo 1, nos quais os anticorpos contra GAD, IA2 
e insulina preveem o desenvolvimento futuro da doença 
(principalmente quando todos os três anticorpos estão pre- 
sentes). Infelizmente, hoje em dia não sabemos exatamente o 
que fazer para evitar o desenvolvimento da doença pelos 
parentes com autoanticorpos positivos. 


Opções terapêuticas 


Autoimunidade órgão-específica 


Como seria esperado, a maioria das abordagens terapêuticas 
consiste na manipulação das respostas imunes (Figura 18.27). 
Entretanto, em muitas doenças órgão-específicas, o controle 
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Figura 18.27 Tratamento das doenças 
autoimunes. Os tratamentos 
convencionais modernos estão 
representados em laranja-escuro; 


algumas abordagens exequíveis estão 
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metabólico geralmente é suficiente, por exemplo, reposição 
de tiroxina para tireoidite autoimune (doença de Hashimoto 
e tireoidite atrófica), insulina para diabetes tipo 1 e vitamina 
Bız para anemia perniciosa. Aos pacientes com doença de 
Graves, podem ser administrados fármacos antitireóideos que 
bloqueiam a ação da peroxidase tiredidea necessária à síntese 
do hormônio tiredideo ou, como alternativa, a tireoide pode 
ser destruída com "I ou removida cirurgicamente (tireoidec- 
tomia subtotal). Os fármacos anticolinesterásicos são prescri- 
tos comumente no tratamento crônico da miastenia gravis e 
a timectomia também é uma opção com eficácia bem demons- 
trada. O transplante de ilhotas pancreáticas pode ser realizado 
nos diabéticos tipo 1, apesar de todos os problemas associados 
a qualquer tipo de transplante (p. ex., escassez de doadores e 
necessidade de assegurar a compatibilidade HLA e usar imu- 
nossupressores potencialmente perigosos). O encapsulamento 
das ilhotas para evitar a rejeição do aloenxerto é uma aborda- 
gem cuidadosamente estudada hoje em dia. 

Em vista da possibilidade de que a esclerose múltipla (EM) 
seja desencadeada por um vírus, alguns pacientes foram trata- 
dos com IFN; os índices de recidiva diminuíram em um 
terço dos pacientes com doença recidivante-remitente e este 
passou a ser o tratamento padronizado para esse tipo de EM. 
Entretanto, o efeito é apenas modesto nos indivíduos com 


doença progressiva. É provável que o IFNB não atue essencial- 
mente como antiviral na EM, mas tenha atividades anti-infla- 
matórias e imunomoduladoras por suas diversas ações nas 
células T. O natalizumabe (um anticorpo monoclonal huma- 
nizado contra integrina a4) pode reduzir o número de recidi- 
vas em dois terços, embora acarrete o risco de desencadear 
leucoencefalopatia multifocal progressiva (um distúrbio que, 
na verdade, acelera a destruição da mielina). Por essa razão, 
esse fármaco é prescrito apenas para os pacientes com EM 
recidivante-remitente que não responderam satisfatoriamente 
ao IFNB e para os pacientes com doença recidivante-remitente 
grave e rapidamente progressiva. 


Agentes antirreumáticos modificadores de 
doença (AARMD) 


Os anti-inflamatórios não esteroides (AINE) efetivamente 
reduzem a inflamação, mas têm pouco efeito na progressão 
da doença. Os pacientes com AR e outras doenças autoimu- 
nes respondem bem a doses altas de corticoides, mas o uso 
prolongado está associado a efeitos colaterais significativos. 
Os agentes antirreumáticos modificadores de doença 
(AARMD) como o metotrexato (MTX), a sulfassalazina, os 
sais de ouro e a leflunomida podem ser eficazes. Por exemplo, 
o metabólito ativo da leflunomida inibe a síntese de novo da 


rUMP e, desse modo, resulta no bloqueio do ciclo celular dos 
linfócitos em G;. 

A descoberta de que a neutralização do TNF com um 
anticorpo monoclonal era altamente eficaz representou um 
avanço terapêutico expressivo e comprovou o papel patoge- 
nético dessa citocina. Depois dessa observação, três agentes 
anti-TNF foram aprovados para uso na AR: infliximabe, um 
anti-TNF monoclonal quimérico humano-murino; adalimu- 
mabe, um anti-TNF monoclonal humano; e etanercepto, 
uma proteína de fusão da região de ligação do ligante extra- 
celular do receptor do TNF com a porção Fey da IgG. Os 
anti-TNF podem ser combinados eficazmente com o meto- 
trexato (Figura 18.28). 


Agentes antimitóticos 


Os agentes antimitóticos inespecíficos tradicionais como a 
azatioprina, a ciclofosfamida e o metotrexato (geralmente em 
combinação com os corticoides) são efetivos, por exemplo, 
no tratamento do LES, da AR, da hepatite ativa crônica e da 
anemia hemolítica autoimune. 

De certo modo, como bloqueia a secreção das citocinas 
pelas células T, a ciclosporina é um anti-inflamatório, e como 
as citocinas (p. ex., IL-2) também são essenciais à proliferação 
dos linfócitos, este fármaco também tem ação antimitótica. 
A ciclosporina tem eficácia comprovada no tratamento da 
uveite, do diabetes melito tipo 1 em fase inicial, da síndrome 
nefrótica e da psoríase, mas sua eficácia é moderada na 
púrpura trombocitopênica idiopática, no LES, na polimio- 
site, na cirrose biliar primária e na miastenia gravis. 


B 


% Pacientes que respondem 
è 8 8 


2 As 
25 


Número de articulações 
inflamadas 
a 


5 

0 F EE EE ` et T 
0 4 eo de 16 26 

Semanas 


—@—Anti-TNF+MTX —O— Anti-TNF —m— Plbo+MTX 


Capitulo 18 | Doengas Autoimunes 523 


A ciclosporina intravenosa (IV) em doses altas com hor- 
mônio adrenocorticotrófico (ACTH) ou irradiação linfono- 
dal total, por seus efeitos no sistema imune periférico, parece 
retardar ou sustar a progressão da doença em cerca de dois 
terços dos pacientes com esclerose múltipla (EM) progressiva 
por 1 a 2 anos; isto é um indício claro de que a doença é 
mediada por mecanismos imunes. Essa hipótese é reforçada 
pela observação infeliz de que o IFNy agrava a doença da 
maioria dos pacientes. 


Estratégias de controle imunológico 
Manipulação celular 


No futuro, poderá ser exequível corrigir quaisquer anormali- 
dades relevantes das células-tronco ou do processamento 
tímico por terapia gênica, transplante de medula óssea ou 
timo ou talvez, neste último caso, por hormônios tímicos. 
Muitos centros especializados realizam transplantes de célu- 
las-tronco autólogas depois da hematoimunoablação com 
fármacos citotóxicos para os casos graves de doença autoi- 
mune na tentativa de “recompor” a resposta imune. Em geral, 
mais de um terço dos casos difíceis de LES, esclerodermia, 
AR (formas juvenil e adulta) e outras doenças entram em 
remissão sem tratamento farmacológico. A taxa de mortali- 
dade associada aos transplantes é de cerca de 5%, ou seja, 
comparável ao índice atribuído aos pacientes com câncer. 
Como a sinalização das células T é fundamental, este é um 
dos alvos de muitas abordagens terapêuticas. A injeção de anti- 
corpos monoclonais anti- MHC classe II e anti-CD4 consegue 
evitar o desenvolvimento do lúpus espontâneo nos modelos 


Figura 18.28 Combinação de anti-TNF e metotrexato no 
tratamento da artrite reumatoide. Gráfico superior: duração da 
resposta ao tratamento, definida por 20% dos critérios de Paulus, 
com três doses do anti-TNF quimérico monoclonal (infliximabe), 
com e sem metotrexato (MTX) e placebo (Plbo) com MTX. Os 
resultados representam as porcentagens (%) de pacientes que 
responderam com 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 26 semanas. A resposta de 
Paulus é alcançada por melhora de 20% em quatro dos seis 
indicadores seguintes: escores de dor e inflamação das 
articulações, duração da rigidez matutina, velocidade de 
hemossedimentação e melhora em dois graus na gravidade da 
doença. Gráfico inferior: determinações sequenciais (valores 
médios) do número de articulações inflamadas, antes (dia 0), 
durante (semanas 1 a 14) e depois (semanas 14 a 26) do 
tratamento. Os resultados foram incluídos apenas até o ponto em 
que = 50% dos pacientes continuaram no estudo (até 6 semanas 
no grupo tratado com placebo e MTX). As setas indicam os dias 
das infusões de infliximabe nas semanas 0, 2, 6, 10 e 14.0 
metotrexato foi administrado semanalmente e quase suprimiu por 
completo a produção dos anticorpos contra o anticorpo 
quimérico humano. Observe a normalização da função defeituosa 
das células T reguladoras com esse tratamento (veja a 

Figura 18.13). (Dados cedidos gentilmente por R.N. Maini, M. 
Feldmann et al.; veja a Maini R.N et al. (1998) Arthritis and 
Rheumatism 41, 1552-1563. Reproduzida com permissão da 
Lippincott Williams & Wilkins, MD, EUA.) 
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de camundongos. Alguns especialistas utilizam um anticorpo 
antirreceptor de IL-2 para esgotar as células T ativadas, mas 
seria preferível voltarmos à nossa descrição do efeito dura- 
douro do anti-CD4 não depletor como mecanismo de indução 
de tolerância (Figura 16.14), principalmente quando é 
reforçada pela exposição repetida ao antígeno (veja a p. 450). 
Evidentemente, o reforço com antígeno é um elemento per- 
sistente e evidente das doenças autoimunes e, por essa razão, 
o anti-CD4 seria o tratamento ideal para os distúrbios nos 
quais o “desligamento” dos sinais tolerogênicos ainda é aceito 
pelas células CD4. O abatacepte, que foi aprovado pelo FDA 
para o tratamento da AR, é uma proteína de fusão do domínio 
extracelular do CTLA-4 com o Fcy. A ligação dessa proteína 
ao CD80 e ao CD86 bloqueia a ação dessas moléculas coes- 
timuladoras e resulta na anergia das células T. 

O tratamento dos pacientes com EM recidivante-remi- 
tente com pulsos de alentuzumabe (um anti-CD52 humani- 
zado) produziu reduções notáveis e surpreendentemente 
persistentes das contagens de células T, e cerca de 80% dos 
pacientes não tiveram recidivas ao longo de 3 anos depois do 
tratamento. Esse resultado pode ser comparado com o índice 
aproximado de 50% dos pacientes tratados com IFNB. É 
importante contrapor essa melhora com os efeitos colaterais 
do tratamento com alentuzumabe, incluindo desenvolvi- 
mento de púrpura trombocitopênica idiopática ou doença de 
Graves em alguns casos. 

Ora, se considerarmos a hipótese de que os imunocom- 
plexos do fator reumatoide desempenhem uma função 
importante na patogenia das lesões articulares da AR, seria 
lógico sugerir a abordagem radical de ablação das células B 
com rituximabe (um anti-CD20 monoclonal quimérico 
humano-murino), que também é usado no tratamento da 
leucemia de células B. Os linfócitos B também podem desem- 
penhar o papel importante de apresentar antígenos para a 
ativação das células T e, evidentemente, também são respon- 
sáveis pela síntese dos anticorpos contra peptídios/proteínas 
citrulinadas, que são muito típicos da AR. Experiências clini- 
cas bem-sucedidas resultaram na aprovação do uso do rituxi- 
mabe em combinação com metotrexato para tratar pacientes 
com AR que não responderam satisfatoriamente ao trata- 
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mento com anti-TNF (Figura 18.29). Essa abordagem 
também seria adequada para o tratamento do LES, da sín- 
drome de Sjógren e da dermatomiosite-polimiosite. 


Manipulação dos mediadores reguladores 


Alguns modelos de doença autoimune espontânea podem ser 
revertidos pela injeção de citocinas: a IL-1 cura o diabetes dos 
camundongos NOD; o TNF impede o início dos sintomas do 
LES pelos híbridos NZB x W; e o fator transformador do 
crescimento-B1 (TGFB 1) protege contra a artrite colagenosa e 
a EAE recidivante. As ações das citocinas podem ser bloqueadas 
pelos monoclonais específicos, por versões solúveis dos recep- 
tores, ou por antagonistas naturais. Nas seções anteriores, men- 
cionamos a utilização dos anti-TNF. Outros agentes biológicos 
dirigidos aos mediadores reguladores aprovados para o trata- 
mento da AR incluem anacinra (um antagonista do receptor 
da IL-1 não glicosilado recombinante) e o tocilizumabe (um 
antirreceptor de IL-6 humanizado). Os anticorpos monoclo- 
nais contra IL-15, IL-17 e a subunidade p40 compartilhada 
pela IL-12/23 também estão em processo de avaliação da sua 
eficácia no tratamento da AR, bem como os inibidores mole- 
culares pequenos da p38, da JAK3 e das quinases syk de trans- 
dução de sinais envolvidos na ativação dos linfócitos. 


Imunoglobulina normal de vários doadores 

A injeção intravenosa de Ig isolada de vários milhares de 
doadores normais tem sido utilizada há muitos anos como 
tratamento dos pacientes com imunodeficiências que afetam as 
células B (p. 385). Contudo, na década de 1980, alguns pes- 
quisadores descobriram que essa preparação também produzia 
frequentemente efeitos benéficos em alguns pacientes com 
doenças autoimunes, incluindo trombocitopenia idiopática, 
esclerose múltipla, dermatomiosite e miastenia gravis. Os 
efeitos inibidores das frações de F(ab), nos pacientes com 
autoanticorpos contra o fator VIII (pró-coagulante) sugerem 
sua participação potencial nas reações anti-idiotípicas. 
Entretanto, em um modelo animal de AR (injeção de soro 
indutor de artrite dos camundongos transgênicos K/B x N em 
camundongos C57B1/6), a administração de Fcy produzido 


bioquimicamente ou recombinante (que contém glicanos 


Figura 18.29 Tratamento de depleção 


Hecução média do das células B dos pacientes com artrite 


fator reumatoide 


0 80 (anti-CD19) x 10%/mé (UI/9) reumatoide em atividade. O rituximabe 
Apenas (anticorpo monoclonal humanizado 
metotraato 205 (o) específico para CD20 da célula B) pode 
atuar em combinação com os 
anos <5 84 antimitóticos como a ciclofosfamida ou o 
(rituximabe) metotrexato para produzir atenuação 
EG acentuada da doença. (Dados adaptados 
Ani Del + <5 106 de Edwards J.C.W. et al. (2004) New 


metotrexato 


England Journal of Medicine, 350, 
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2572-2581.) 


segundo o American College of Rheumatology (ACR70) 
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2,6-sialilados) reduziu a inflamação, possivelmente em conse- 
quéncia do aumento da expressão do FcyRIIb inibitório. 


Manipulação por antígeno 


Nesse caso, o objetivo é apresentar o antígeno deletério em 
concentrações suficientes e em uma forma que desative a res- 
posta autoimune persistente. Como as células T desempenham 
essa função fundamental, é lógico imaginar uma estratégia 
baseada nos epítopos dessas células, em vez de utilizar antígenos 
intactos, certamente uma proposta muito mais prática porque 
reduz o problema de lidar com peptídios relativamente curtos. 
Uma estratégia é desenvolver análogos peptídicos de alta afini- 
dade (ligantes peptídicos alterados), que se liguem obstinada- 
mente à molécula apropriada do MHC e antagonize a resposta 
ao autoantígeno. Como os seres humanos expressam várias 
moléculas diferentes do MHC, certamente isso não interferiria 
com as defesas antimicrobianas. Contudo, agora estamos 
falando de pacientes, não de camundongos, e isto poderia 
requerer doses muito grandes e repetidas do peptídio, ainda 
que felizmente os peptídios estejam muito bem definidos 
quanto à composição química e o custo de sua produção seja 
relativamente baixo. A supressão antígeno-específica das células 
T seria vantajosa nesse aspecto e a administração do peptídio 
sob uma “cobertura protetora” de anti-CD4 ou a utilização dos 
agonistas parciais seria possível. A injeção do peptídio da MBP, 
particularmente como um derivado palmitoilado inserido nos 
lipossomos, pode bloquear a EAE, enquanto um peptídio da 
hsp60 pode impedir o desenvolvimento do diabetes nos 
camundongos NOD (veja a p. 518). 

Nas seções anteriores mencionamos que, como a superfi- 
cie mucosa do intestino fica exposta a uma multidão de 
microrganismos extremamente imunogênicos e como os 
enterócitos são particularmente suscetíveis aos danos causados 
pelo IFNy e TNE foi necessário que as defesas imunes do 
intestino desenvolvessem mecanismos para deter as respostas 
das células do tipo Th1. Esse objetivo foi alcançado pela 
estimulação das células reguladoras que liberam citocinas 
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como TGFB, IL-4 e IL-10 e suprimem as respostas indesejá- 
veis. Desse modo, os antígenos alimentares devem ser tolera- 
dos pelas células Th1 e estudos demonstraram que esta é uma 
estratégia bem-sucedida para bloquear a EAE, bem como o 
modelo de artrite do colágeno do tipo II e o desenvolvimento 
de diabetes melito pelos camundongos NOD. Resultados 
promissores foram conseguidos em experiências clínicas nas 
quais os pacientes com AR foram alimentados com colágeno 
de galinha do tipo II. 

O tolerógeno também pode ser administrado por inalação 
de aerossóis peptidicos (Figura 18.30) e esta seria uma maneira 
muito interessante de conseguir a supressão antigeno-especi- 
fica das células T em muitos distúrbios de hipersensibilidade. 
A indução de anergia ou a supressão ativa pode contribuir em 
graus variáveis. Os peptídios intranasais foram utilizados com 
sucesso para bloquear a artrite induzida por colágeno, a EAE 
e os modelos de diabetes espontâneo dos camundongos 
NOD. É importante salientar que o tratamento pode ser 
eficaz mesmo depois da indução da doença (Figura 18.30), 
embora possa ser mais dificil conseguir isto nas doenças 
humanas estabelecidas, porque poderia necessitar de trata- 
mento complementar (p. ex., anti-CD4) e redução preliminar 
das células T ativadas com ciclosporina ou corticoides. As 
possibilidades de interferência são inúmeras. 

Agora, isso realmente é importante. Um único epítopo 
interno da MBP pode inibir a doença induzida pela mistura 
de epítopos ou antígenos presentes na mielina intacta. Em 
outras palavras, um único epítopo pode causar supressão das 
células T patogênicas específicas para outros epítopos da 
mesma ou de outras moléculas, contanto que sejam produzi- 
das no mesmo órgão ou local. Nosso grupo já se referiu a isso 
como tolerância expectadora órgão-relacionada, um fenô- 
meno bem entendido em termos das interações na mesma 
célula apresentadora de antígenos entre a célula reguladora 
(Th2 ou anérgica) que reconhece o epítopo supressor e a 
célula Th1 patogênica que reconhece um epítopo diferente 
processado pela mesma ou por outra molécula do mesmo 
órgão (Figura 18.31). 


Figura 18.30 Influência da inalação de um peptídio na 
encefalomielite autoimune experimental (EAE) induzida por 
medula espinal de cobaia combinada com adjuvante de 
Freund completo. Os aerossóis do peptídio foram inalados 

8 dias depois da injeção do preparado encefalitogênico. Uma 
única dose pode conferir proteção duradoura, que se estende 
indefinidamente quando os camundongos são timectomizados. A 
regulação é dependente da IL-10 e as células Thi e Th2 podem 
desenvolver tolerância. A administração de um epítopo de células 
T peptidico simples pode induzir tolerância aos outros epítopos 
autoantigênicos da mesma proteína (supressão cruzada) e aos 
epítopos de antígenos diferentes presentes nos tecidos nervosos 
usados na imunização (tolerância expectadora). PBS, soro 
fisiológico tamponado com fosfato; o peptídio era um 11-mer 
N-terminal acetilado da proteína básica da mielina com lisina na 
posição 4 substituída por alanina. (Dados de Metzler B. & Wraith 
D.C (1996) Annals of New York Academy of Science 778, 228-242; 
com permissão da editora.) 


526 Fundamentos de Imunologia 


Figura 18.31 Tolerância 
expectadora órgão-relacionada 
induzida pela ingestão ou 
inalação de um autoantígeno 
órgão-relacionado. As células T 
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E O sistema imune estabelece um equilíbrio precário 


entre as respostas efetivas aos patógenos do 
ambiente e o controle regulador de algumas 
respostas potencialmente suicidas a moléculas 
próprias. 


A extensão das doenças autoimunes 


E Cinco por cento a 8% dos indivíduos desenvolvem 


doenças autoimunes. 

E Com as doenças autoimunes órgão-específicas 
exemplificadas pela tireoidite de Hashimoto, 
doença de Graves e diabetes tipo 1, os 
autoantígenos-alvo e as lesões ficam limitados a 
determinado órgão. Nas doenças autoimunes 
órgão-inespecíficas (sistêmicas), tais como LES 
e AR, os autoanticorpos têm reatividade 
generalizada e as lesões são causadas pela 
deposição dos imunocomplexos circulantes. 

m Os pacientes frequentemente desenvolvem mais 
de uma doença autoimune. 


Influências genéticas e ambientais 

m Em geral, as doenças autoimunes dependem de 
várias contribuições genéticas, incluindo 
polimorfismos associados ao HLA, autoantígenos, 
PRR, citocinas, receptores de citocina, moléculas 
coestimuladoras e de sinalização e fatores de 
transcrição. 

E Setenta e cinco por cento das doenças 
autoimunes ocorrem nas mulheres, mais 
comumente entre a puberdade e a menopausa. 


Célula T 
reguladora 
ou anérgica 


tolerógeno-específicas reguladoras 
ou anérgicas (Treg/A) entram no 
órgão e inibem as células T 
patogênicas (Tpath) na mesma 
célula apresentadora de antígeno 
que processa o tolerógeno e o 
outro antígeno órgão-derivado 
reconhecido pela célula 
patogênica. As células reguladoras 
atuam produzindo IL-10 e TGFB, 
que sub-regulam as células 

Thi diretamente ou por um efeito 
intermediário na célula 
apresentadora de antígenos. 


A gravidade da doença autoimune pode variar 
durante a gravidez. 

O controle por feedback dos linfócitos pelo 
sistema citocina-hipotálamo-hipófise-suprarrenal 
pode ser anormal na artrite reumatoide e em 
algumas outras doenças autoimunes. 

Estudos com gêmeos reforçaram a importância 
das contribuições genéticas, mas também 
indicaram forte influência ambiental. 

Os fatores ambientais microbianos e não 
microbianos também foram implicados. 


A doença autoimune representa uma falha da 
tolerância imunológica. 

O autoantígeno parece desencadear a resposta. 

A maioria dos autoantígenos está facilmente 
acessível ao sistema imune, mas alguns deles 

(p. ex., proteínas do cristalino e do 
espermatozoide) estão sequestrados (escondidos). 
O desenvolvimento de anticorpos mutantes de alta 
afinidade e as respostas imunes aos grupos de 
antígenos anatomicamente relacionados significam 
claramente seleção dos autoantígenos pelas 
células B. 

As células T específicas para os antígenos próprios 
geralmente presentes em concentrações baixas 
(epitopos crípticos) podem não ser eliminadas no 
timo. 

A modificação anormal do autoantígeno, a 
reatividade cruzada com antígenos exógenos ou o 


reconhecimento de carregamento dos epitopos 
das células T podem fornecer epitopos novos para 
as células T auxiliares sem tolerancia. 

E As células B e T podem ser estimuladas 
diretamente pelos ativadores policlonais como o 
vírus de Esptein-Barr ou os superantígenos. 

E As anormalidades das células Treg Foxp3* foram 
implicadas em algumas doenças autoimunes. 

E A desrepressão dos genes da classe Il, resultando 
na expressão celular inadequada dessas 
moléculas, pode ajudar a perpetuar as reações 
autoimunes deflagradas inicialmente pelas células 
dendríticas. 

m Os desequilíbrios das citocinas são comuns nas 
doenças autoimunes. 


Efeitos patogênicos do autoanticorpo humoral 

m Os autoanticorpos parecem desempenhar um 
papel fundamental em muitas doenças 
autoimunes, incluindo anemia hemolítica 
autoimune, púrpura trombocitopênica idiopática, 
doença de Graves, miastenia gravis, anemia 
perniciosa e síndrome de Goodpasture. 

m A transferência passiva da doença ocorre nos 
“experimentos da natureza”, nos quais a 
transferência transplacentária do autoanticorpo IgG 
materno causa um distúrbio semelhante, embora 
transitório, no feto e no recém-nascido (p. ex., 
doença de Graves, miastenia gravis). 

E Nas doenças em que os anticorpos são 
fundamentais, a patologia pode ser reproduzida 
nos modelos animais pela transferência passiva 
dos autoanticorpos monoclonais. 


Efeitos patogénicos dos complexos com 

autoantigenos 

E Os imunocomplexos, geralmente ligados ao 
complemento, aparecem nos rins, na pele e nas 
articulações dos pacientes com LES e estão 
associados às lesões dos órgãos 
correspondentes. 

E A maioria dos pacientes com AR produz 
autoanticorpos contra IgG (fatores reumatoides) 
que se combinam para formar complexos. 

m Esses complexos causam inflamação aguda do 
espaço articular e estimulam a proliferação das 
células do revestimento sinusal formando o pano 
(pannus), que causa as erosões dos ossos e das 
cartilagens subjacentes em razão da liberação de 
IL-1, IL-6, TNF, colagenase, protease neutra e 
intermediários reativos do oxigênio. 


Capítulo 18 | Doenças Autoimunes 527 


Hipersensibilidade mediada pelas células T 

como fator patogênico 

E A supressão da doença pelo tratamento com 
ciclosporina ou anti-CD4 constitui evidência clara 
da participação das células T. Desse modo, esse 
é um fator de risco relacionado com o sistema 
HLA. 

E A teoria prevalente sustenta que as lesões 
inflamatórias órgão-específicas sejam causadas 
pelas células Tht e/ou Th17 patogênicas 
autorreativas. 

E As células T ativadas estão presentes em grandes 
quantidades na sinóvia reumatoide e sua produção 
de TNF e IL-15 complementa o estímulo dos 
imunocomplexos para a formação do pano 
(pannus). 

E As células epiteliais da tireoide frequentemente 
expressam MHC classe Il na doença tireóidea 
autoimune e as células Th1 infiltram a glândula. 

E A indução intencional da doença nos roedores por 
meio da imunização com antígenos tireóideos 
combinados com adjuvante de Freund completo 
reforça a hipótese de que a autoimunidade possa 
causar tireoidite. 

m O início do diabetes melito tipo 1 é postergado 
pela ciclosporina, e os fatores de risco associados 
ao HLA-DQ são muito importantes. 

E As células Thi dos camundongos NOD doentes, 
que se assemelham à doença humana em sua 
histopatologia e autoimunidade, podem produzir 
lesões pancreáticas típicas nos animais jovens da 
mesma raça. A IL-21 liberada pelas células Th17 
também pode ser importante. 

E A semelhança com a encefalomielite autoimune 
experimental (uma doença desmielinizante 
induzida pela imunização dos roedores com 
mielina combinada com o adjuvante de Freund 
completo) sugere que a autoimunidade é crucial 
na esclerose múltipla (EM). Cerca de um terço das 
células ativáveis por Il-2 ou IL-4 presentes no LCR 
dos pacientes com EM tem especificidade para 
mielina e o fenótipo HLA-DR2 é um fator de risco 
importante. 


Outras doenças com componentes autoimunes 

E As lesões vasculares mediadas por mecanismos 
imunes têm importância crucial na granulomatose 
de Wegener, na arterite de células gigantes, na 
esclerodermia e na aterosclerose. 

E O pénfigo e o vitiligo também podem ser doenças 
autoimunes. 
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Pesquisa de autoanticorpos 

E Inúmeros autoanticorpos séricos são usados como 
marcadores diagnósticos valiosos. 

m Os testes de ELISA em fase sólida, que são cada 
vez mais utilizados na forma de microarranjos 
(microarrays), são usados para detectar 
anticorpos. 

E A triagem por imunofluorescência pode ser 
realizada nos cortes de tecidos normais. 

m Os testes de aglutinação para fatores reumatoides 
e os ensaios a laser com contas direcionáveis 
também são testes diagnósticos realizados 
comumente. 

E O rastreamento de autoanticorpos consegue 
prever a ocorrência futura de doenças autoimunes 
nos parentes próximos dos diabéticos tipo 1. 


Tratamento dos distúrbios autoimunes 

E O tratamento inclui controle metabólico e uso de 
agentes anti-inflamatórios e imunossupressores. 

E O tratamento com anti-TNF conseguiu sucesso 
marcante na AR. 

E Hoje em dia, existem muitos tratamentos de 
controle imunológico potencial em processo de 
investigação. Isso inclui a depleção global das 
células B e T e as tentativas de induzir tolerância 
antígeno-específica. 

E A recuperação da atividade anormal das células 
Treg poderia ser muito benéfica. 

E A tolerância expectadora órgão-relacionada 
significa que epítopos isolados conseguem induzir 
supressão das células patogênicas de um órgão, 
que reagem aos outros epítopos dos mesmos 
antígenos ou de outros antígenos. 
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Glossario 


Acetato de 
forbolmiristato 
(PMA) 


Adjuvante 


Adressina 


Adressinas 
vasculares 


Afinidade 
(afinidade 
intrinseca) 


Alelo 
Alergénio 
Alergia 
Aloenxerto 
Alogénico 


Alótipo 


Aminas 
vasoativas 


Anafilatoxina 


Anafilaxia 


Éster de forbol mitogênico, que estimula 
diretamente a proteinoquinase C e atua 
como promotor tumoral 


Qualquer substância que potencializa 
inespecificamente a resposta imune a um 
antígeno 


Molécula de adesão celular encontrada na 
superfície luminal do endotélio dos vasos 
sanguíneos e linfáticos que é reconhecida 
pelas moléculas mensageiras que 
direcionam os leucócitos para os tecidos 
adequados 


Moléculas de adesão celular existentes 

na superfície Iluminar do endotélio dos 
vasos sanguíneos e linfáticos, que 

são reconhecidas por moléculas que 
direcionam os leucócitos para os tecidos 
específicos 

Constante de afinidade entre um receptor 
(p. ex., um local de ligação do antígeno a 
um anticorpo) e um ligante (p. ex., epítopo 
de um antígeno) 


Variantes de um gene polimórfico em 
determinado /ocus genético 


Antígeno que causa alergia 


Hipersensibilidade mediada por IgE, por 
exemplo, asma, eczema, rinite sazonal 
(febre do feno) e alergia alimentar 


Enxerto de tecido ou órgãos entre 
indivíduos alogênicos 


Termo aplicável às diferenças genéticas 
entre indivíduos da mesma espécie 


Variante alélica de um antígeno que, por 
não ser encontrado em todos os indiví- 
duos, pode ser imunogênica em membros 
da mesma espécie portadores de uma 
versão diferente do alelo 


Substâncias (incluindo histamina e 
5-hidroxitriptamina) que aumentam a 
permeabilidade vascular e estimulam a 
contração da musculatura lisa 


Substância (p. ex., C3a, C4a ou C5a) com 
capacidade de deflagrar diretamente a 
desgranulação de mastócitos 


Reação de hipersensibilidade, muitas 
vezes fatal, deflagrada por IgE ou por 
desgranulação de mastócitos mediada 

por anafilatoxina, resultando em choque 
anafilático consequente à vasodilatação e à 
contração da musculatura lisa 


Anergia 


Anticorpo 
biespecífico 


Anticorpo 
fluorescente 


Anticorpo 
humanizado 


Anticorpo 
monoclonal 


Antígeno 


Antígeno CD 


Antígeno de 
diferenciação 


Antígeno 
oncofetal 


Antígeno 
T-dependente 


Antígeno 
T-independente 


Tolerância imunológica específica 
potencialmente reversível, na qual o 
linfócito se torna funcionalmente não 
reativo 


Anticorpo híbrido criado artificialmente, 

no qual cada um dos dois segmentos de 
ligação com antígenos é específico para 
um epítopo antigênico diferente. Esses 
anticorpos, que podem ser produzidos por 
ligação cruzada química ou por técnicas 
de DNA recombinante, podem ser usados 
para conectar dois antígenos ou células 
diferentes (p. ex., uma célula T citotóxica e 
uma célula tumoral) 


Anticorpo conjugado a um corante 
fluorescente, como FITC 


Anticorpo monoclonal de origem nao 
humana, produzido por engenharia 
genética, no qual todas as sequéncias 
(exceto as sequências CDR de ligação 
aos antígenos) foram substituídas por 
outras derivadas de anticorpos humanos. 
Esse procedimento é realizado de modo a 
atenuar a imunogenicidade dos anticorpos 
monoclonais utilizados com finalidades 
terapêuticas 


Anticorpo homogêneo originado de um 
único clone de células B; por essa razão, 
todos os anticorpos possuem sítios de 
ligação aos antígenos e isótipos idênticos 


Qualquer molécula que possa ser 
reconhecida por um anticorpo ou receptor 
de célula T 


Designação de grupos de diferenciação 
atribuída a moléculas da superfície dos 
leucócitos que são identificados por meio 
de um determinado grupo de anticorpos 
monoclonais 


Molécula da superfície celular expressa em 
determinado estágio do desenvolvimento, 
ou nas células de determinada linhagem 


Antígeno cuja expressão normalmente se 
limita ao feto, mas que pode ser expresso 
nas neoplasias malignas dos adultos 


Antígeno que depende das células T 
auxiliares para incitar uma resposta 
humoral (anticorpos) 


Antígeno capaz de desencadear uma 
resposta humoral (anticorpos) na ausência 
das células T 
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Antigenos de 
histocompa- 
tibilidade 
secundaria 


Antigenos Qa 


Antigenos 
tumorais 


Apoptose 


Atopia 


Autólogo 


Avidez 
(afinidade 
funcional) 


Bainha linfoide 
periarteriolar 
(PALS) 


Basófilo 


BCG (bacilo 
Calmette- 
Guérin) 


Br 
microglobulina 


Biolistica 


Bolsa lipidica 


Bursa de 
Fabricius 


Peptidios que nao sao codificados e 
processados pelo MHC e originam-se dos 
produtos alogênicos dos /oci genéticos 
polimórficos. Quando combinados com as 
moléculas codificadas pelo MHC, esses 
antígenos contribuem para a rejeição 

dos enxertos, embora geralmente não 
seja tão intensa quanto a causada pela 
incompatibilidade do MHC 


Moléculas “não clássicas” do MHC classe | 
de camundongos 


Antígenos cuja expressão está associada 
às células tumorais 


Um tipo de morte celular programada, que 
se caracteriza por digestão do DNA por 
endonuclease 


Hipersensibilidade mediada por IgE, ou 
seja, asma, eczema, rinite sazonal e alergia 
alimentar 


Oriundo do mesmo indivíduo 


Intensidade da ligação entre duas 
moléculas (p. ex., antígeno e anticorpo) de 
acordo com a valência da interação. Assim 
sendo, a avidez sempre é igual ou maior 
que a afinidade intrínseca (veja afinidade) 


Tecido linfoide que forma a polpa branca 
do baço 


Tipo de granulócito encontrado no sangue, 
semelhante ao mastócito tecidual 


Mycobacterium tuberculosis atenuado 
usado como vacina específica para 
tuberculose e como adjuvante 


Proteína com 12 kDa que não é codificada 
no MHC, mas faz parte da estrutura das 
moléculas codificadas pelo MHC classe | 


Utilização de partículas pequenas (p. ex., 
ouro coloidal) como agente carreador 
(fármacos, ácido nucleico etc.) para dentro 
de uma célula. Depois do revestimento 
com o(s) agente(s) desejado(s), as 
partículas são injetadas na derme do 
receptor por uma pistola acionada a gás 
hélio 

Subdomínio da membrana, rico em 
colesterol e glicosfingolipídio, no qual se 
concentram as moléculas envolvidas na 
ativação celular 


Órgão linfoide primário das aves, localizado 
na junção da cloaca com o intestino 
posterior; é o local de maturação das 
células B 


Cadeia 
invariável 


Cadeia J 


Camundongo 
nude 


Carreador 


Caspases 


cD3 


CD4 


cD8 


Célula 
apresentadora 
de antígeno 
(APC) 


Célula de 
Langerhans 


Célula 
dendrítica (DC) 


Polipeptídio que se liga às moléculas do 
MHC classe Il do retículo endoplasmatico, 
direcionando-as para o compartimento 
endossômico final e impedindo sua 
associação prematura a peptídios 
próprios 


Molécula que faz parte da estrutura da IgM 
pentamérica e da IgA dimérica 


Camundongo com deficiência de células T 
em consequência de um gene homozigoto 
anormal (nu/nu), resultando na agenesia 
do timo (e também na inexistência de pelos 
corporais) 


Qualquer molécula que, ao ser conjugada a 
uma molécula não imunogênica (p. ex., um 
hapteno), torna esta última imunogênica 
porque fornece epítopos para as células T 
auxiliares que o hapteno não apresenta. 


Família de cisteinoproteases envolvidas na 
produção de apoptose 


Complexo trimérico de cadeias y, 5 e € 
que, juntamente com um homodímero C¢ 
ou heterodímero Cn, atua como unidade 
transdutora de sinal para o receptor de 
célula T 


Glicoproteína da superfície celular, 
geralmente das células T auxiliares, que 
reconhece moléculas MHC classe Il das 
células apresentadoras de antígeno 


Glicoproteína da superfície celular, 
geralmente das células T citotóxicas, que 
reconhece moléculas MHC classe Il das 
células-alvo 


Termo empregado mais frequentemente 
para descrever células que apresentam 
peptídio antigênico processado e 
moléculas do MHC classe Il ao receptor 
das células T CD4* (p. ex., células 
dendríticas, macrófagos e células B). 
Todavia, é preciso mencionar que a maioria 
dos tipos de célula consegue apresentar 
peptídios antigênicos com MHC classe | 
às células T CD8* (p. ex., como ocorre nas 
células infectadas por vírus) 


Célula dendrítica apresentadora de 
antígeno, positiva para receptor Fc e MHC 
classe Il, encontrada na pele 


Célula dendrítica interdigitada positiva para 
MHC classe Il, que apresenta antígenos 
processados às células T nas áreas das 
células T dos tecidos linfoides secundários 
(obs.: trata-se de um tipo de célula 
diferente das células dendríticas foliculares) 


Célula 
dendritica 
interdigitada 


Célula 
formadora de 
placa (PFC) 


Célula gigante 


Célula K (killer) 


Célula NK 
(natural killer) 


Célula NKT 


Célula-tronco 


Célula-tronco 
pluripotencial 


Células B-1/B-2 


Célula dendritica apresentadora de antigeno 
(MHC classe II positiva), encontrada nas 
areas que concentram células T nos 
linfonodos e no baço (obs.: é uma célula 
diferente das células dendríticas foliculares) 


Plasmócito secretor de anticorpos, 
detectado in vitro por sua capacidade 

de formar uma “placa” de eritrócitos 
sensibilizados por antígeno e destruídos na 
presença do complemento 


Célula multinucleada grande, formada por 
macrófagos reunidos e frequentemente 
encontrada nos granulomas 


Termo genérico aplicado a qualquer 
leucócito que participa da citotoxicidade 
celular dependente de anticorpo (ADCC) 


Leucócito granular grande que não se 
recombina nem expressa genes de 
imunoglobulina ou receptor de células 
T, mas consegue reconhecer e destruir 
algumas células tumorais e células 
infectadas por vírus por um mecanismo 
independente do MHC e de anticorpos. 
Também medeia a citotoxicidade celular 
dependente de anticorpo 


Células linfoides NK1.1* com morfologia e 
conteúdo granular intermediários entre as 
células T e NK. Expressam níveis baixos 

de TCR af com uma cadeia a invariável e 
especificidade muito limitada de cadeias B, 
reconhecem antígenos lipídicos e glicolipidicos 
apresentados pela molécula CD1d não clássica 
semelhante ao MHC; são estímulos potentes 
para a produção de IL-4 e IFNy 

Célula pluripotencial a partir da qual se 
originam células diferenciadas 


Célula que conserva o potencial de 
diferenciar-se em muitos tipos de células 
diferentes 


As duas principais subpopulações de 
linfócitos B. As células B-1 têm níveis 
elevados de IgM de superfície e níveis 
mais baixos de IgD, sao CD43* e CD23,, 

e a maioria expressa o antígeno de 
superfície celular CD5; essas células 

são autorrenováveis e, com frequência, 
secretam níveis elevados de anticorpos 
que se ligam a vários antígenos 
(“poliespecificidade”) com afinidade 
relativamente baixa. Entretanto, a maioria 
dos linfócitos B é do tipo B-2, que expressa 
níveis baixos de IgM de superfície e níveis 
mais altos de IgD de superfície, não 
expressa CD5 e é CD43 e CD23*; essas 
células são geradas diretamente a partir de 
precursores na medula óssea e secretam 
anticorpos extremamente específicos 


Células de 
Kuppfer 


Células de 
memória 


Células 
dendríticas 
foliculares 


Células 
efetoras 


Células 
espumosas 


Células T 
auxiliares 
foliculares 


Células T 
reguladoras 


Células-tronco 


hematopoéticas 


Centro 
germinativo 


Ciclofosfamida 


Ciclosporina 


Cininas 


Citocinas 


Citofílico 
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Macrófagos teciduais fixos que revestem os 
sinusoides hepáticos 


Células T e B formadas por expansão 
clonal durante uma resposta imune 
primária e que estão “preparadas” para 
mediar uma resposta imune secundária ao 
mesmo antígeno 


Células dendríticas negativas para MHC 
classe Il e positivas para receptor Fc, que 
apresentam imunocomplexos em suas 
superfícies e participam da estimulação 
das células B e da manutenção da 
memória das células B nos centros 
germinativos (obs.: trata-se de um tipo de 
célula diferente das células dendriticas 
interdigitadas) 


Células que desempenham função 
imune (p. ex., liberação de citocinas, 
citotoxicidade) 


Macrófagos que fagocitaram lipoprotei- 
nas de baixa densidade. Em geral, são 
encontrados nas placas ateroscleróticas 


Subpopulação de células T auxiliares que 
direciona o desenvolvimento das células B, 
a recombinação por permuta de classe e 
sua sobrevivência nos centros germinativos 


Células T (principalmente CD4*) que 
suprimem a atividade funcional dos 
linfócitos e das células dendríticas 


Células-tronco autorrenováveis, capazes de 
dar origem a todos os elementos formados 
do sangue (i. e., leucócitos, eritrócitos e 
plaquetas) 


Áreas bem definidas nos tecidos linfoides 
secundários nas quais ocorrem a 
maturação das células B e a criação de 
memória 


Agente citotóxico utilizado como 
imunossupressor 


Agente imunossupressor específico para 
as células T, que é utilizado para evitar a 
rejeição de enxertos 


Família de polipeptídios liberados durante 
as respostas inflamatórias e que aumentam 
a permeabilidade vascular e a contração da 
musculatura lisa 


Proteínas de baixo peso molecular que 
estimulam ou inibem a diferenciação, 
a proliferação ou a função das células 
imunes 


Que se liga às células 
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Citotoxicidade 
celular 
dependente 
de anticorpo 
(ADCC) 


Citotóxico 


Citrulinação 


Clone 


Cobertura 


Coleção de 
anticorpos dos 
fagos 


Complemento 


Complexo 
de ataque à 
membrana 
(MAC) 


Componente 
secretor 
ConA (conca- 
navalina A) 


Congênico 


Conjugado 


Coombs, teste 
de 


Córtex 


Reação citotóxica na qual uma célula- 
alvo recoberta por anticorpos é destruí- 
da diretamente por um leucócito com 
receptor Fc (p. ex., célula NK, macrófago 
ou neutrófilo) 


Que destrói as células 


A conversão enzimática, pela peptidil 
arginina deiminase, de uma arginina em 
uma proteína a uma citrulina 


Células idênticas oriundas de um único 
progenitor 


Processo ativo no qual a ligação cruzada 
entre as moléculas da superfície celular 

(p. ex., por anticorpos) resulta na 
agregação e na migração subsequente das 
moléculas para um polo da célula 


Coleção de sequências gênicas da região 
variável de anticorpos clonados, que 
pode ser expressa como Fab ou como 
proteínas de fusão scFV com proteínas 
de revestimento dos bacteriófagos. Essas 
sequências podem ser encontradas na 
superfície dos fagos. O gene que codifica 
um anticorpo recombinante monoclonal é 
encarcerado na partícula do fago e pode 
ser selecionado da coleção depois da 
ligação do fago a um antígeno específico 


Grupo de proteínas séricas, das quais 
algumas participam de uma cascata 
enzimática que produz as moléculas 
efetoras envolvidas na inflamação (C3a, 
Ca), fagocitose (C3b) e lise celular (C5b-9) 


Complexo formado pelos componentes 
do complemento C5b-C9, que formam 
um poro na membrana das células-alvo e 
provocam citólise ou apoptose 


Produto da clivagem proteolítica do 
receptor de poli-lg, que continua associado 
à IgA dimérica nas secreções seromucosas 


Mitógeno das células T 


Animais cuja única diferença é um locus 
genético 

Complexo, unido por ligações covalentes, 
de duas ou mais moléculas (p. ex., 
fluoresceina conjugada ao anticorpo) 


Exame complementar que utiliza anti- 
imunoglobulina para aglutinar hemácias 
recobertas por anticorpos 


Camada externa (periférica) de um órgão 


Cromatografia 
de afinidade 


Defensinas 


Deleção clonal 


Desequilíbrio 
de linkage 


Determinante 
antigênico 


DiGeorge, 
síndrome de 


Diversidade 
combinatória 


Diversidade 
juncional 


Domínio 


Edema 


ELISA (ensaio 
imunossorvente 
ligado à enzima) 


Endocitose 


Endógeno 


Endossomos 


Utilização de um anticorpo (ou antígeno) 
imobilizado para selecionar um antígeno 
(ou anticorpo) específico de uma mistura. 
O ligante purificado é, então, liberado pela 
ruptura da interação antígeno-anticorpo 
(p. ex., por alteração do pH) 

Família de pequenos peptídios 
antimicrobianos básicos, produzidos tanto 
por animais como por plantas 


Processo por meio do qual o contato 
com antígeno (p. ex., autoantígeno) em 
um estágio inicial da diferenciação dos 
linfócitos resulta em morte celular por 
apoptose 

Ocorrência de dois alelos herdados 
simultaneamente com uma frequência 
maior do que a esperada com base no 
produto de suas frequências individuais 


Grupo de epítopos (veja epítopo) 


Imunodeficiência causada por uma 
anomalia congênita do desenvolvimento do 
timo, resultando na ausência de células T 
funcionais maduras 


O componente da diversidade de anticorpos 
e dos receptores de células T (TCR) que é 
gerado pela recombinação dos segmentos 
gênicos variáveis (V), de diversidade (D para 
as cadeias pesadas das imunoglobulinas e 
para as cadeias B e a do TCR) e de junção 
(9) 

Diversidade de junções de splicing dos 
segmentos recombinados de genes variá- 
veis (V), de diversidade (D, para as cadeias 
pesadas das imunoglobulinas e para as 
cadeias B e 5 do TCR) e de junção (J) dos 
genes dos anticorpos e do receptor das 
células T 


Elemento estrutural de um polipeptídio 


Tumefação provocada pelo acúmulo de 
líquido nos tecidos 

Ensaio para detecção ou quantificação 
de um antígeno ou anticorpo usando um 
ligante (p. ex., uma anti-imunoglobulina) 
conjugado a uma enzima que altera a cor 
de um substrato 


Ingestão celular de macromoléculas por 
invaginação da membrana plasmática com 
formação de uma vesícula intracelular que 
envolve o material ingerido 


Originado do próprio organismo 
Vesículas intracelulares de superfície lisa 


nas quais o material endocitosado é levado 
para os lisossomos 


Endotoxina 


Eosinófilo 


Epítopo 


Epstein-Barr, 
vírus (EBV) 


Equivalência 


Eritema 


Eritropoese 


Estocástico 


Evolução 
convergente 


Lipopolissacarídios patogênicos 
associados à parede celular das bactérias 
Gram-negativas 


Classe de granulócitos cujos grânulos 
contêm proteínas catiônicas tóxicas 


Parte do antígeno reconhecida por um 
receptor de antígeno (veja determinante 
antigênico). 

Vírus responsável pela mononucleose 
infecciosa e pelo linfoma de Burkitt. Pode 
ser usado para imortalizar in vitro células B 
humanas 


Razão entre anticorpo e antígeno na qual a 
imunoprecipitação dos reagentes é quase 
completa 

Vermelhidão provocada durante a 
inflamação em consequência da 
penetração dos eritrócitos nos espaços 
teciduais 


Produção de eritrócitos (hemácias) 


Processo envolvendo no mínimo algum 
grau de aleatoriedade 


Evolução independente de semelhanças 
entre moléculas ou espécies 


Exclusão alélica O fenômeno no qual é suprimido o 


Exotoxina 


Explosão 
(burst) 
respiratória 


Exsudato 


F(ab’). 


Fab 


Fagócito 


Fagolisossomo 


rearranjo do outro alelo parental após 
o rearranjo bem-sucedido de um gene 
receptor de antígeno 


Proteína patogênica secretada pelas 
bactérias 


Aumento do metabolismo oxidativo que 
ocorre nas células fagocitárias depois da 
ativação 


Líquido extravascular (contendo proteínas 
e restos celulares) que se acumula durante 
a inflamação 


Fragmento bivalente de ligação ao 
antígeno, obtido depois de digestão da 
imunoglobulina por pepsina. Consiste em 
duas cadeias leves e na parte N-terminal 
das duas cadeias pesadas unidas por 
pontes dissulfídricas 


Fragmento monovalente de ligação ao 
antígeno, obtido depois da digestão da 
imunoglobulina por papaína. Consiste em 
uma cadeia leve íntegra e nos domínios VH 
e CH1 N-terminais da cadeia pesada 


Células, incluindo monócitos/macrófagos 
e neutrófilos, especializadas em englobar 
outras células e partículas 


Vacúolo intracelular no qual ocorrem 
a destruição e a digestão do material 
fagocitado depois da fusão de um 
fagossomo com um lisossomo 


Fagossomo 


Fas 


Fator de 
necrose 
tumoral (TNF, 
também 
conhecido 
como TNFa) 


Fator 
reumatoide 


Fatores 
estimuladores 
de colônia 
(CSF) 


Fe 


Fc, receptores 
de 


Fibroblasto 


Fluoresceina, 
isotiocianato de 
(FITC) 


Foxp3 


Freund, 
adjuvante de 


Fv 


Gamaglobu- 
linas 


Genes Ir (da 
resposta 
imune) 
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Vacúolo intracelular produzido depois da 
invaginação da membrana celular ao redor 
do material fagocitado 


Membro da família do gene do receptor do 
TNF. A conexão do Fas (CD95) à superfície 
da célula pelo ligante Fas (CD178) existente 
nas células citotóxicas pode desencadear 
apoptose da célula-alvo portadora de Fas 


Juntamente com a citocina correlata 
conhecida como linfotoxina (TNFB), 
recebeu originalmente esse nome em 
razão do seu efeito citotóxico sobre 
determinadas células tumorais; contudo, 
também desempenha funções inflamatórias 
e imunorreguladoras importantes 


Autoanticorpos IgM, IgG ou IgA dirigidos 
contra a região Fc da IgG 


Fatores que estimulam a proliferação e a 
diferenciação das células hematopoéticas 


Fragmento cristalizável da molécula de 
imunoglobulina que não participa da 
ligação ao antígeno e é obtido depois da 
digestão por papaína. Consiste na porção 
C-terminal das duas cadeias pesadas 
responsáveis pela ligação aos receptores 
Fc e aoCiq 


Receptores da superfície celular que se 
ligam à porção Fc de determinadas classes 
de imunoglobulina 


Célula do tecido conjuntivo que produz 
colágeno e tem participação importante na 
cicatrização de feridas 


Corante fluorescente verde usado para 
“marcar” anticorpos nos testes de 
imunofluorescência 


Fator de transcrição existente no núcleo da 
maioria das células T reguladoras 


O adjuvante de Freund completo consiste 
em uma emulsão de antígeno aquoso em 
óleo mineral que contém micobactérias 
destruídas pelo calor. O adjuvante 

de Freund incompleto não contém 
micobactérias 


Fragmento da região variável de uma 
cadeia leve ou pesada de anticorpo 


Proteínas séricas, sobretudo 
imunoglobulinas, que apresentam a maior 
mobilidade em direção ao catodo durante a 
eletroforese 


Genes (incluindo os que fazem parte do 
MHC) que, em conjunto, determinam 

o nível global de resposta imune a 
determinado antígeno 
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Glomerulo- 
nefrite (GN) 


Granulócitos 


Granuloma 


Granzimas 


H-2 
Haplótipo 


Hapteno 


Hemaglutinina 
Hematopoese 
Heterozigoto 


Hibridoma 


Hipermutação 
somática 


Hipersensibili- 
dade 


Hipersensibili- 
dade retardada 
(DTH) 


Inflamação das alças capilares dos 
glomérulos renais, frequentemente 
resultante da deposição de 
imunocomplexos 


Células mieloides que contêm grânulos 
citoplasmaticos (i. e., neutrófilos, 
eosinófilos e basófilos) 


Nódulo tecidual no qual são encontrados 
linfócitos, fibroblastos, células gigantes e 
células epitelioides (ambas derivadas de 
macrófagos ativados) e que se forma em 
decorrência da inflamação secundária à 
infecção crônica ou da persistência dos 
antígenos nos tecidos 


Serinoesterases encontradas nos grânulos 
dos linfócitos T citotóxicos e das células 
NK. Induzem apoptose da célula-alvo 

na qual penetram por meio de canais 
produzidos por perforinas inseridas na 
membrana celular pela célula citotóxica 


Complexo de histocompatibilidade 
principal (MHC) de camundongo 


Conjunto de variantes alélicas encontradas 
em determinada região genética 


Molécula de baixo peso molecular 
reconhecida pelo anticorpo 

pré-formado, mas que não é 
intrinsecamente imunogênica, a menos 
que esteja conjugada com uma molécula 
“carreadora” que forneça os epítopos 
reconhecidos pelas células T auxiliares 


Qualquer molécula que aglutine os 
eritrócitos (hemácias) 


Formação dos eritrócitos, dos leucócitos e 
das plaquetas 


Possui alelos diferentes em determinado 
locus de dois cromossomos homólogos 


Linhagem de células híbridas obtidas pela 
fusão da célula de um tumor linfoide com 
um linfócito que, em seguida, adquire a 
imortalidade da célula tumoral e a função 
efetora (p. ex., secreção de anticorpos 
monoclonais) do linfócito 


Ocorrência aumentada de mutações 
pontuais dos genes V(D)J da região variá- 
vel da imunoglobulina recombinada, que 
acontece depois da estimulação antigênica 
e funciona como mecanismo para ampliar 
a diversidade e a afinidade dos anticorpos 


Resposta imune exagerada que acarreta 
consequências indesejáveis, por exemplo, 
lesão dos tecidos ou órgãos 


Reação de hipersensibilidade que ocorre 
em 48a 72 h e é mediada pela liberação de 
citocinas por células T sensibilizadas 


Histamina 


HLA (antígeno 
leucocitario 
humano) 


Homozigoto 


Humoral 


Idiótipo 


Idiótopo 


Idiótopo 
regulador 


IgA secretória 


Imagem interna 


Imunidade 
celular 


Imunidade inata 


Imunoadsorção 


Imunocomplexo 


Imunofluores- 
cência 


Amina vasoativa encontrada nos grânulos 
dos basófilos e dos mastócitos que, 

depois da desgranulação, aumenta a 
permeabilidade vascular e causa contração 
do músculo liso 


Complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC) humano 


Possui o mesmo alelo em determinado 
locus de dois cromossomos homólogos 


Pertencente ao líquido extracelular, 
incluindo plasma e linfa. O termo 
imunidade humoral é usado para descrever 
as respostas imunes mediadas por 
anticorpos 


O conjunto completo de idiótopos na 
região variável de um anticorpo ou receptor 
de células T que reagem com soro 
anti-idiotípico 

Epítopo formado por aminoácidos dentro 
da região variável de um anticorpo ou 
receptor de células T, que reage com um 
anti-idiótopo 

Idiótopo de anticorpo ou receptor da célula 
T capaz de regular as respostas imunes via 
interação com linfócitos que possuem idió- 
topos complementares (anti-idiótopos) 


IgA dimérica encontrada nas secreções 
seromucosas 

Epítopo em um anti-idiótipo que se liga 
de tal maneira que simula estrutural e 
funcionalmente um antígeno 


Respostas imunes mediadas por células T 


Imunidade que não é intrinsecamente 
influenciada por contato prévio com um 
antígeno, ou seja, todos os componentes 
da imunidade que não são mediados 
diretamente pelos linfócitos 


Método de remoção do anticorpo ou do 
antígeno por meio de sua ligação a um 
antígeno ou anticorpo em uma fase sólida 


Complexo formado pela ligação de 
um anticorpo a um antígeno, que 
também pode conter componentes do 
complemento 


Técnica de detecção de antígenos celulares 
ou teciduais por utilização de um ligante 
acoplado a um marcador fluorescente 

(p. ex., uma anti-imunoglobulina conjugada 
com isotiocianato de fluoresceina) 


Imunógeno 


Imunotoxina 


Inflamação 


Inflamassomo 


Integrinas 


Interferons 
(IFN) 


Interleucinas 
(IL) 
Isótipo 


ITAM 
(Immuno- 
receptor 
tyrosine-based 
activation 
motifs) 


ITIM 

(Immuno- 
receptor 
tyrosine-based 
inhibitory 
motifs) 


Qualquer substância que desencadeia 
uma resposta imune. Embora todos os 
imunógenos sejam antígenos, nem todos 
os antígenos são imunógenos (veja 
hapteno) 


Conjugado bioquímico, ou proteína de 
fusão recombinante, formado por uma 
molécula imune (p. ex., um anticorpo ou 
fragmento de anticorpo) ligada a uma 
molécula citotóxica 


Resposta tecidual ao traumatismo, 
caracterizada por aumento do fluxo 
sanguíneo e entrada dos leucócitos nos 
tecidos, resultando em edema, eritema, 
elevação da temperatura e dor 


Complexo citoplasmático multiproteico 
que promove inflamação ao converter 

o precursor IL-1B em IL-1f ativa e, 
adicionalmente, ao estimular a síntese da 
IL-18 


Familia de moléculas heterodiméricas de 
adesão celular 


IFNa e IFNB (interferons tipo |) podem 
ser induzidos na maioria dos tipos 
celulares, enquanto IFNy (interferon tipo 
Il) é produzido pelos linfócitos T. Todos 
os três tipos induzem um estado antiviral 
nas células e, além disso, o IFNy atua na 
regulação das respostas imunes 


Designação de algumas das citocinas 
secretadas pelos leucócitos 


Estrutura da região constante do anticorpo, 
presente em todos os indivíduos normais, 
ou seja, classe ou subclasse de anticorpo 


Sequências consensuais de aminoá- 
cidos reconhecidos pela família src de 
tirosinoquinases. Esses fragmentos são 
encontrados nos domínios citoplasmáticos 
de várias moléculas de sinalização, 
inclusive nas unidades de transdução de 
sinais dos receptores de antígenos dos 
linfócitos e nos receptores Fc 


Sequências de aminoácidos encontradas 
nos domínios citoplasmáticos de 
determinadas moléculas da superfície 
celular (p. ex., FCyRIIB, receptores 
inibitórios das células NK) que medeiam os 
sinais inibitórios 


KIR 


Knockout 


Lâmina própria 


Lectina de 


ligação da 
manose 


(proteína de 
ligação da 
manose) 


Lectinas 


Leucócito 


Leucotrienos 


Ligante 


Linfa 


Linfadenopatia 
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Receptores das células killer semelhantes 
às imunoglobulinas, presentes nas células 
NK e em alguns linfócitos T yô e ap. Os 

KIR reconhecem as moléculas do MHC 
classe | e, como os receptores de lectina 
tipo C também encontrados nessas células, 
conseguem inibir ou ativar as células NK. 
Se houver sequências do ITIM no seu 
domínio citoplasmático, sua função é 
inibitória. Os KIR que não possuem ITIM 
conseguem se combinar com as moléculas 
adaptadoras que contêm ITAM e, nesses 
casos, conseguem ativar a célula NK ou o 
linfócito T 


Uso da recombinação genética homóloga 
nas células-tronco embrionárias para 
substituir um gene funcional por outro com 
uma cópia defeituosa do gene. Os animais 
gerados por essa técnica podem ser 
transformados em homozigotos, permitindo 
assim a geração de um fenótipo nulo (null) 
para esse produto gênico 


Tecido conjuntivo subjacente ao epitélio 
nas mucosas 


Membro da família colectina das lectinas 
dependentes do cálcio e uma das 
proteínas da fase aguda. Atua como 
estimulador da via das lectinas de ativação 
do complemento e como opsonina da 
fagocitose depois de ligar-se à manose 
(uma molécula de açúcar encontrada 
comumente em sua forma exposta apenas 
na superfície dos microrganismos) 


Familia de proteínas que se ligam a 
açúcares específicos existentes nas 
glicoproteínas e nos glicolipídios. Algumas 
lectinas vegetais são mitogênicas (p. ex., 
PHA, ConA) 


Célula sanguínea da série branca; existem 
vários tipos, os quais incluem neutrófilos, 
basófilos, eosinófilos, linfócitos, células NK 
e monócitos 


Produtos metabólicos do ácido 
araquidônico que promovem processos 
inflamatórios (p. ex., quimiotaxia, 
aumento da permeabilidade vascular) 

e são produzidos por vários tipos de 
células, incluindo mastócitos, basófilos e 
macrófagos 


Termo geral usado para descrever uma 
molécula reconhecida por uma estrutura de 
ligação, por exemplo, um receptor 


Líquido tecidual que é drenado e circula no 
sistema linfático 


Aumento de tamanho dos linfonodos 


536 Fundamentos de Imunologia 


Linfócito 
granular grande 
(LGL) 


Linfócito T 
auxiliar (Th) 


Linfócito T 
citotóxico 
(CTL, Tc) 


Linfócito virgem 
(naive) 


Linfotoxina 
(também 
conhecida 
como TNFB) 


Linhagem 
germinativa 


Lipopolissa- 
carídio (LPS) 


Lisossomos 


Lisozima 


Macrófago 


Marginação 


Mastócito 


Medula 


Megacariócito 


Leucócitos (na verdade, a maioria não 

é de linfócitos) que contêm grânulos 
citoplasmáticos e atuam como células 
natural killer (NK) e killer (K). Os linfócitos 
T citotóxicos CD8* ativados (Tc) também 
adquirem o aspecto morfológico do LGL 


Subclasse de células T que prestam a 
ajuda necessária (na forma de citocinas 
e/ou interações cognatas) à expressão 
da função efetora por outras células do 
sistema imune 


Células T (geralmente CD8*) que destroem 
células-alvo depois de reconhecerem 
moléculas de MHC-peptídios estranhos 
expostos na membrana dessas células 


Célula B ou T adulta, que ainda não 
foi ativada pelo contato inicial com um 
antígeno 


Citocina derivada das células T, que é 
citotóxica para determinadas células 
tumorais e também desempenha funções 
imunorreguladoras 


Material genético transmitido pelos 
gametas 


Endotoxina originada das paredes 
celulares das bactérias Gram-negativas, 
que desempenha ações inflamatórias e 
mitogênicas 


Organelas citoplasmaticas ligadas 

à membrana, que contêm enzimas 
hidrolíticas necessárias à digestão do 
material fagocitado 


Enzima antibacteriana encontrada 

nos grânulos das células fagocitárias, 

nas lágrimas e na saliva; digere os 
peptidoglicanos das paredes celulares das 
bactérias 


Célula fagocitária grande, derivada do 
monócito sanguíneo; também atua como 
célula apresentadora de antígenos e pode 
mediar a ADCC 


Adesão dos leucócitos ao endotélio dos 
vasos sanguíneos na fase inicial de uma 
reação inflamatória aguda 


Célula tecidual com grânulos abundantes, 
semelhante aos basófilos sanguíneos. 
Esses dois tipos de células possuem 
receptores Fc de grande afinidade pela 
IgE, os quais, quando estabelecem 
ligações cruzadas com o antígeno e a IgE, 
provocam a desgranulação e a liberação 
de alguns mediadores, incluindo histamina 
e leucotrienos 


Região interna (central) de um órgão 


Precursor das plaquetas na medula óssea 


Memória 
(imunológica) 


Característica da resposta imune adquirida 
dos linfócitos, na qual um segundo 
encontro com determinado antígeno 
produz uma resposta imune secundária 
mais rápida, intensa e duradoura que a 
resposta imune primária 


Memória central Memória imunológica dependente das 


MHC 
(complexo 
principal de 
histocompati- 
bilidade) 


Mieloma 
múltiplo 


Mitógeno 
Monócito 


Murino 


N-nucleotidios 


Neutrófilo 


Oligoclonal 


Opsonina 


Opsonização 


Órgãos 
linfoides 
primários 


células T CCR7* que, sob a influência de 
quimiocinas, dirigem-se para os órgãos 
linfoides secundários onde dão origem às 
células T de memória efetoras CCR7” 


Região genética que codifica as moléculas 
envolvidas na apresentação dos antígenos 
às células T. As moléculas MHC classe | 
são encontradas em quase todas as células 
nucleadas e são codificadas principalmente 
pelos /oci H-2K, -D e -L nos camundongos 
e pelos /oci HLA-A, -B e -C nos seres 
humanos; as moléculas MHC classe Il são 
expressas pelas células apresentadoras 

de antígenos (principalmente células 
dendríticas, macrófagos e linfócitos B) e 
são codificadas pelos /oci H-2A e -E nos 
camundongos e HLA-DR, -DQ e -DP nos 
seres humanos. As diferenças alélicas 
estão associadas à rejeição mais intensa 
dos enxertos entre uma espécie 


Neoplasia maligna dos plasmócitos, que 
resulta em níveis altos de imunoglobulina 
monoclonal no soro e cadeias leves livres 
(proteína de Bence Jones) na urina 


Substância que induz inespecificamente a 
proliferação dos linfócitos 


Fagócito mononuclear presente no sangue, 
precursor do macrófago tecidual 


Relativo a camundongos 


Nucleotídios codificadores acrescentados 
às junções entre os segmentos dos genes 
de anticorpo (e receptor de células T) variá- 
vel (V), de diversidade (D) e de junção (J) 
durante a recombinação dos genes 
Principal granulócito polimorfonuclear 
fagocitário circulante. Entra nos tecidos 
nas fases iniciais da resposta inflamatória e 
também é capaz de mediar a citotoxicidade 
celular dependente de anticorpo (ADCC) 


Alguns clones diferentes, ou o produto de 
alguns clones diferentes 


Substância (p. ex., anticorpo ou C3b) que 
fomenta a fagocitose ao estimular a adesão 
do antígeno ao fagócito 


Revestimento do antígeno por opsoninas 
para promover a fagocitose 


Locais nos quais se desenvolvem os 
linfócitos imunocompetentes, ou seja, 
medula óssea e timo dos mamíferos 


P-nucleotidios 


Padrao 
molecular 
associado a 
perigo (DAMP) 
Padrao 
molecular 
associado 

ao patégeno 
(PAMP) 


PAF (fator 
ativador de 
plaquetas) 


Paracórtex 


Perforina 


Permuta de 
classe 


PHA (fitoema- 
glutinina) 


Placas de Peyer 


Plasmócito 


Policional 


Polimórfico 


Precipitina 


Sequências nucleotídicas palindrômicas 
geradas nas combinações entre os 
segmentos variável (V), de diversidade (D) 
e de junção (J) do anticorpo (e do receptor 
de células T) durante a recombinação 
gênica 

Estrutura ou molécula produzida pelas 
células necróticas e que emite sinais de 
perigo depois da lesão tecidual com o 
propósito de ativar a resposta imune 


Moléculas (p. ex., lipopolissacarídio, 
peptidoglicano, ácidos lipoteicoicos e 
mananos) expressas em níveis altos pelos 
patógenos microbianos na forma de motifs 
repetitivos, que não existem nos tecidos 
do hospedeiro. Por isso, são usadas pelos 
receptores de reconhecimento de padrões 
(PRR) do sistema imune para diferenciar os 
patógenos dos antígenos próprios 


Um alquilfosfolipídio liberado por 

vários tipos de células, incluindo 
mastócitos e basófilos, que exerce 
efeitos imunorreguladores nos linfócitos 
e monócitos/macrófagos e também 
estimula a agregação das plaquetas e a 
desgranulação 


Parte de um órgão (p. ex., linfonodo) que 
se localiza entre o córtex e a medula 


Molécula produzida por células T 
citotóxicas e células NK que, assim como 
o componente C9 do complemento, 

é polimerizada e forma um poro na 
membrana da célula-alvo, resultando em 
sua destruição 


Processo pelo qual uma célula B troca 

a classe, mas não a especificidade, 

de determinado anticorpo que produz 

(p. ex. mudança de um anticorpo IgM para 
IgG) 

Lectina vegetal que atua como mitógeno 
para as células T 


Parte do intestino associada ao tecido 
linfoide (GALT); consiste em nódulos 
linfoides bem demarcados, principalmente 
no intestino delgado 


Linfócito B totalmente diferenciado, que 
secreta ativamente grande quantidade de 
anticorpos 


Muitos clones diferentes, ou o produto de 
muitos clones diferentes (p. ex., antissoro 
policlonal) 


Estrutura ou sequência extremamente 
variável 


Precipitado de anticorpo e antígeno 
polivalente, devido à formação de 
complexos de alto peso molecular 


Priming 


Prostaglan- 
dinas (PG) 


Proteassomo 


Proteína A 


Proteína C 
reativa 


Proteína do 
mieloma 


Proteínas de 
fase aguda 


PWM (mitógeno 
da erva-dos- 
cancros) 


Quimérico 


Quimiocinas 


Quimiotaxia 


Radioimuno- 
conjugado 


Regiões 
determinantes 
de complemen- 
taridade (CDR) 
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Processo de sensibilização inicial ao 
antígeno 


Lipídios ácidos derivados do ácido 
araquidônico, capazes de aumentar a 
permeabilidade vascular, causar febre e 
estimular e inibir as respostas imunes 


Complexo de enzimas proteolíticas 
citoplasmáticas envolvidas no 
processamento dos antígenos para gerar 
peptídios para serem combinados com o 
MHC 


Proteína da parede celular do 
Staphylococcus aureus que se liga à região 
Fc da IgG 


Proteína de fase aguda capaz de ligar-se 
à superfície dos microrganismos, onde 
atua como estimulador da via clássica 
de ativação do complemento e como 
opsonina para fagocitose 


Anticorpo monoclonal secretado pelas 
células do mieloma 


Proteínas séricas, produzidas 
principalmente no fígado, cujas 
concentrações rapidamente se alteram 
(elevação de algumas e redução de 
outras) durante o início de uma resposta 
inflamatória 


Lectina vegetal que funciona como 
mitógeno para células B dependentes das 
células T 


Combinação de indivíduos geneticamente 
diferentes (p. ex., depois de um transplante 
de medula óssea alogênica) 


Família de citocinas estruturalmente 
relacionadas que induzem seletivamente 
quimiotaxia e ativação de leucócitos. 
Também são importantes para o 
desenvolvimento dos órgãos linfoides, 
compartimentalização celular nos tecidos 
linfoides, desenvolvimento das células Th1/ 
Th2, angiogênese e cicatrização de feridas 


Movimento das células ao longo de um 
gradiente de concentração de fatores 
quimiotáticos 


Conjugado bioquímico formado por uma 
molécula imune direcionadora, tal como 
um anticorpo ou fragmento de anticorpo, 
combinado com um radionuclídio citotóxico 


Sequências hipervariáveis de aminoácidos 
dentro das regiões variáveis dos anticorpos 
e do receptor de célula T, que interagem 
com aminoácidos complementares do 
antígeno ou do complexo MHC-peptídio. 
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Regiões 
framework (FR) 


Regiões 
hipervariáveis 


Reação 
enxerto versus 
hospedeiro 
(GVH) 

Reação 
linfocitária 
mista (MLR) 


Receptor de 
células T (TCR) 


Receptor de 
poli-lg 


Receptor de 


Sequências de aminoácidos relativamente 
conservadas, localizadas nos lados das 
regiões hipervariáveis das imunoglobulinas 
e das regiões variáveis dos receptores 

de células T, e que conservam a estrutura 
global comum a todos os domínios da 
região V 

Sequências de aminoácidos das regiões 
variáveis das imunoglobulinas e dos 
receptores dos linfócitos T, que apresentam 
a maior variabilidade e contribuem mais 
para o local de ligação do antígeno ou do 
peptídio-MHC 


Reação que ocorre quando linfócitos T 
presentes em um enxerto reconhecem e 
atacam as células do hospedeiro 


Resposta proliferativa das células T, 
induzida pelas células que expressam MHC 
alogênico 


Receptor antigênico heterodimérico 

do linfócito T encontrado em dois tipos 
alternativos formados por cadeias a e B 

ou por cadeias y e 5. O TCR af reconhece 
fragmentos peptídicos dos antígenos 
proteicos apresentados pelas moléculas 
MHC existentes nas superfícies das células. 
A função do TCR yô não é tão bem definida, 
mas esse receptor frequentemente 
consegue reconhecer proteínas naturais na 
superfície da célula 


Molécula receptora que se liga 
especificamente às Ig poliméricas que 
contêm cadeias J (i. e., IgA secretória 
dimérica e IgM pentamérica) e as 
transporta através do epitélio da mucosa 


Receptores associados às células ou 


reconhecimento solúveis que permitem que o sistema 


de padrões 
(PRR) 


Receptor nod- 
like 


Receptores 
direcionadores 


Receptores 
scavenger 


imune detecte padrões moleculares 
associados ao patógeno (PAMP) e padrões 
moleculares associados a risco (DAMP). 
Existem numerosos PRR diferentes, entre 
eles o receptor de manose (CD206), o 
receptor scavenger do macrófago (CD204) 
e os receptores Toll-like 


Família de receptores de reconhecimento 
de padrão citoplasmático envolvida na 
percepção da presença dos patógenos 


Moléculas da superfície celular que 
direcionam os leucócitos para locais 
específicos do corpo 


Receptores na superfície celular (p. ex., 
das células fagocitárias) que reconhecem 
células ou moléculas que precisam ser 
eliminadas do organismo 


Receptores Família de receptores de reconhecimento 

Toll-like (TLR) de padrão envolvidos na detecção das 
estruturas associadas aos patógenos ou 
aos tecidos lesados do hospedeiro 


Recombinação Recombinação dos segmentos génicos 
por permuta de da região constante da cadeia pesada das 


classe imunoglobulinas (p. ex., troca de Cu e Cd 
por Cy1 para converter um anticorpo IgM (e 
IgD) em IgG1 

Rede de Rede reguladora baseada nas interações 

idiótipos dos idiótipos com os anti-idiótipos 
existentes nos anticorpos e nos receptores 
das células T 

Região de Aminoácidos situados entre as regiões Fab 

dobradura e Fac da imunoglobulina, que conferem 
flexibilidade à molécula 

Resposta Imunidade mediada por linfócitos e 

imune caracterizada por memória e especificidade 

adquirida antigênicas 

Resposta Resposta imune relativamente fraca, que 


imune primária ocorre depois do primeiro encontro de 
linfócitos não sensibilizados (naive) com 


determinado antígeno 
Resposta imune Resposta imune qualitativa e 
secundária quantitativamente ampliada, que ocorre 


depois do segundo encontro dos linfócitos 
primed (sensibilizados) por determinado 
antígeno 


Ressonância Técnica baseada nas alterações do ângulo 

plásmon de de reflexão da luz que ocorre depois do 

superfície acoplamento do ligante a uma molécula- 
alvo imobilizada em um chip biossensor. 
Isso permite a observação das interações 
entre as proteínas (p. ex., ligação de um 
anticorpo a um antígeno) em “tempo real” 
(i. e., por monitoramento contínuo da 
associação e da dissociação da reação 
reversível) 

Restrição ao Necessidade de que as células T 

MHC reconheçam o antígeno processado 
apenas quando apresentado pelas 
moléculas MHC do haplótipo original 
associado à preparação da célula T 


Roseta Partículas ou células ligadas à superfície de 
um linfócito (p. ex., eritrócitos de carneiro 
em torno de uma célula T humana) 


scFv Molécula de cadeia Unica formada pelas 
regiões variáveis das cadeias leve e pesada 
de um anticorpo interligadas por uma 


conexão flexível 
SCID Imunodeficiência que afeta os linfócitos T 
(imunodeficiên- eB 
cia combinada 
grave) 


Sequéncia 

de sinais de 
recombinagao 
(RSS) 


Sequéncias de 
troca 


Segmentos 
de genes de 
junção (J) 


Segmentos 
génicos de 
diversidade (D) 


Segmentos 
génicos varia- 


veis (V) 


Seleção clonal 


Selegao 
negativa 


Selegao 
positiva 


Sequências conservadas de heptâmero 
(sete nucleotídios) ou nonâmero (nove 
nucleotídios) separadas por um espaçador 
com 12 ou 23 bases, que ocorrem na 
região 3' dos segmentos dos genes variá- 
veis, nas regiões 5' e 3’ dos segmentos dos 
genes de diversidade e na região 5’ dos 
segmentos dos genes de articulação, tanto 
nos genes das imunoglobulinas quanto nos 
dos receptores de células T. Funcionam 
como sequências de reconhecimento 

das enzimas recombinases que medeiam 

o processo de recombinação gênica 
necessário à diversidade dos receptores de 
antígenos dos linfócitos 


Sequências repetitivas altamente 
conservadas, que medeiam a troca de 
classe no locus dos genes das cadeias 
pesadas das imunoglobulinas 


Encontrados nos /oci dos genes de 
imunoglobulinas e de receptores das 
células T que, com a recombinação 
genética, codificam parte da terceira região 
hipervariável (CDR3) dos receptores de 
antígenos 


Encontrados no gene da cadeia pesada 
das imunoglobulinas e nos /oci de genes 
B e ô entre os segmentos gênicos Ve J. 
Codificam parte da terceira região hiperva- 
riável (CDR3) dessas cadeias de receptor 
de antígeno 


Genes que se recombinam com os 
segmentos gênicos de diversidade (D) e 

de junção (J) de modo a codificar as se- 
quências de aminoácidos da região variável 
das imunoglobulinas e dos receptores de 
células T 


Seleção e ativação por antígeno de um 
linfócito com receptor complementar que, 
em seguida, prolifera para formar um clone 
expandido 


Deleção por apoptose no timo das 

células T que reconhecem os peptídios 
próprios apresentados pelas moléculas 
MHC próprias e que, consequentemente, 
impede o desenvolvimento de células T 
autoimunes. A seleção negativa das células 
B em desenvolvimento também ocorre 
quando elas encontram níveis altos de 
antígenos próprios na medula óssea 


Seleção das células T em desenvolvimento 
no timo que são capazes de reconhecer 
as moléculas MHC próprias. Ocorre para 
impedir a apoptose dessas células 
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Sinapse Ponto de contato entre o linfócito Te a 

imunológica célula apresentadora de antígenos, que é 
formado por reorganização e aglomeração 
das moléculas da superfície celular nas 
bolsas lipídicas. A sinapse facilita as 
interações entre TCR e MHC (moléculas 
coestimuladoras e de adesão) e, desse 
modo, potencializa o sinal de ativação 


mediado por TCR 
Singênico Geneticamente idêntico (p. ex., uma cepa 
de camundongos consanguíneos) 
Sistema Sistema formado pelos monócitos sanguí- 
fagocitário neos e macrófagos teciduais 
mononuclear 
Sistema Termo mais antigo, usado para descrever 
reticulo- a rede de células fagocitárias e endoteliais 
endotelial distribuída por todo o corpo 
(RES) 
Sistêmico Distribuído por todo o corpo 
Splicing Utilização e reunião (splicing) dos éxons 


diferenciado diferentes de um transcrito primário de 
RNA com o propósito de gerar sequências 
diferentes de mRNA 


Superantígeno Antigeno que reage com todos os linfócitos 
pertencentes a determinada família de 
receptores de células T ou região V da 
imunoglobulina e que, portanto, estimula 
(ou deleta) um número muito maior de 
células que o antígeno convencional 


Superfamilia Família numerosa de proteínas 

das imunoglo- caracterizadas pelo fato de possuírem 

bulinas domínios “do tipo imunoglobulina” com 
cerca de 110 aminoácidos dobrados em 
duas lâminas $. Inclui as imunoglobulinas, 
os receptores das células T e as moléculas 
do MHC 


TAP Os transportadores associados ao 
processamento dos antígenos (TAP-1 
e TAP-2) contêm peptídios antigênicos 
trazidos do citoplasma para o lúmen do 
retículo endoplasmático para incorporação 
às moléculas MHC classe | 


Tecido linfoide Tecido linfoide existente nas superfícies 
associado à mucosas dos tratos respiratório, 
mucosa (MALT) gastrintestinal e geniturinário 


Tecido linfoide Inclui as placas de Peyer, o apêndice e os 
associado ao nódulos linfoides solitários da submucosa 
intestino (GALT) 


Timócito Célula T em desenvolvimento no timo 


Tirosinoquina- Enzimas capazes de fosforilar proteínas 

ses proteicas em tirosinas; atuam frequentemente em 
cascata nos sistemas de transdução de 
sinais das células 
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Título 


Tolerância 


Tolerância 
central 


Tolerância 
periférica 


Tolerógeno 


Toxoide 


Medida da “potência” relativa (uma 
combinação de quantidade e avidez) de 
um anticorpo ou antissoro, geralmente 
representada pela maior diluição que ainda 
pode ser detectada em determinado teste 
(p. ex., no ELISA) 


Ausência de reatividade imunológica 
específica 


Tolerância imunológica específica 
consequente à indução da apoptose dos 
linfócitos ou à anergia nos órgãos linfoides 
primários (medula óssea, no caso de 
tolerância das células B, e timo, no caso de 
células T) 


Tolerância imunológica específica que 
ocorre fora dos órgãos linfoides primários 


Antígeno usado para induzir tolerância. 
Com frequência depende mais das 
circunstâncias da administração (p. ex., 
via e concentração) do que de qualquer 
propriedade intrínseca da molécula 


Toxina química ou fisicamente modificada 
que não causa danos, mas conserva sua 
imunogenicidade 


Vênula 
endotelial alta 
(HEV) 


Via alternativa 
(de ativação do 
complemento) 


Via clássica 
(de ativação do 
complemento) 


Xenoenxerto 


Xenogênico 


Zona marginal 


Vênula capilar formada por células 
endoteliais especializadas que permitem 

a migração dos linfócitos para dentro dos 
órgãos linfoides 

Via de ativação englobando os 
componentes do complemento C3, 

fator B, fator D e properdina, que gera a 
C3 convertase C3bBb da via alternativa (na 
presença de um elemento ativador, como 
polissacarídio microbiano) 


Via de ativação que engloba os 
componentes do complemento C1, C2 e 
C4 que, depois da fixação de C1q (p. ex., 
por complexos antígeno-anticorpo), 
produzem a C3-convertase C4b2a da via 
clássica 


Enxerto de tecido ou órgão entre indivíduos 
de espécies diferentes 


Diferenças genéticas entre as espécies 


Área externa da bainha linfoide 
periarteriolar esplênica (PALS), rica 
em células B, principalmente as que 
respondem aos antígenos 
timo-independentes 
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anticorpo, 50, 419 

Clivagem das proteínas citosólicas pelo 
proteassomo, 129 

Clostridium difficile, 8, 324 


Coagulação intravascular disseminada, 430 

Coágulo de fibrina, 326 

Colectinas, 24, 25, 331 

Cólera, 328, 336 

- vacina, 371 

Colite ulcerativa, 428 

Combinação VDJ, 90 

Complemento, sistema, 18 

- ativação, 18, 37, 40 

- C3, 19 

- funções biológicas defensivas, 20 

- regulação das respostas imunes, 273 

Complexos 

- ataque à membrana (MAC), 20, 38 

- autoantígenos, efeitos patogênicos, 513 

- histocompatibilidade principal (MHC), 
27, 31, 48, 102 

- - alogênico, reconhecimento pelas células 
T do receptor, 441 

- - classe I, 102 

- - classe II, 103 

- - doença autoimune, 497 

- - fendas das moléculas, 132 

- - genes, 107 

- - hereditariedade, 109 

- - hospedeiro, 442 

- - incompatibilidade, consequências, 437 

- - moléculas, 110 

- - - ligações, 133-134 

- - nomenclatura, 109 

- - processamento do antígeno 

- - - extracelular, 130 

- - - intracelular, 128 

- - reação 

- - - enxerto-versus-hospedeiro, 440 

- - - linfocítica mista, 437 

- - reatividade das células T, restrição, 127 

Conjuntivite alérgica, 411 

Controle, mecanismos, 272-291 

- antígenos que podem interferir uns com 
os outros, 273 

- complemento e o anticorpo ajudam a 
regular as respostas imunes, 273 

- efeitos da dieta, dos poluentes e do 
trauma sobre a imunidade, 288 

- envelhecimento, efeitos, 289 

- imunorregulação por células T, 275 

- influência de fatores genéticos, 282 

- morte celular induzida por ativação, 274 

- redes de idiótipos, 279 

- redes imunoneuroendócrinas 
reguladoras, 285 

Conversão gênica, 75 

Coqueluche, vacina, 371 

Coração 

- autoanticorpos, 513 

- transplante, 452 

Córnea, transplante, 452 

Corticosteroides inalados, 418 

Cromatografia de afinidade, purificação de 
antígenos e anticorpos, 154 


Cromoglicato de sódio, 417 

cSMAC (complexo de ativação 
supramolecular central), 223 

CTLA-4 (antígeno 4 associado ao linfócito 
T citotóxico), 221 


D 


DAMP, ver Padrões moleculares associados 
ao perigo 

Defensinas, 18, 24 

Defesa imune 

- mecanismos, 3 

- microbiana de invertebrados, 315 

- níveis, 6 

- primitiva, 314 

- vegetais contra infecção, 314 

Deficiências 

- adesão leucocitária, 382 

- células fagocitárias, 382 

- mecanismos imunes inatos, 381 

- MHC classe II, 387 

- primária de células 

- - B, 385 

-- T, 387 

- seletiva de IgA, 386 

- sistema complemento, 383 

Degeneração macular relacionada com a 
idade, 384 

Deleção clonal intratímica e 
autotolerância, 303 

Depleção de células T in vivo, 184 

Dermatite 

- atópica, 412, 415 

- contato, 429 

Desnurrição e resposta imune, 288 

Desoxiguanosina, 304 

Desregulação imune, 387 

Destruição das bactérias 

- fagocitose, 16 

- sistema do complemento, 18 

Diabetes tipo 1, 497, 506, 517 

Diapedese, 325 

Dieta, efeitos sobre a imunidade, 288 

Diferenciação das células T, timo, 294, 299 

Difteria, vacina, 371 

Disgenesia reticular, 390 

Distúrbios 

- autoimunes, superposição, 496 

- autoinflamatórios, 382 

- linfoproliferativos B, 392 

Diversidade 

- combinatória, 73 

- juncional, 74 

Divisão celular, 462 

- proteínas supressoras, 463 

DNA 

- dupla hélice, 513 

- vacinas, 365 

Dobra de imunoglobulina, 317 

Doenças 


- Alzheimer, 431 

- autoimunes, 50, 492-528 

- - agentes ambientais não infecciosos, 501 

- - causas, 496 

- - dieta, 499 

- - efeitos patogênicos 

- - - autoanticorpo humoral, 510 

- - - complexos com autoantigenos, 513 

- - espectro, 493 

- - estudos com gêmeos, 499 

- - fármacos, 500 

- - fatores genéticos, 496 

- - hipersensibilidade mediada pelas células 
T como fator patogênico, 517 

- - infecção, 500 

- - influências hormonais, 498 

- - mecanismos, 501 

- - - avaliação policlonal, 506 

- - - bypass do idiótipo, 504 

- - - células B específicas para o 
autoantígeno têm ajuda das 
células T, 503 

- - - desequilíbrio das citocinas induz a 
autoimunidade, 508 

- - - distúrbios da regulação, 506 

- - - expressão anormal do MHC 
classe II, 508 

- - - respostas desencadeadas pelos 
autoantígenos, 502 

- - - tolerância, 501 

- - - visibilidade dos autoantígenos para o 
sistema imune, 502 

- - pesquisa de autoanticorpos, 521 

- - terapêutica, 521 

- - - agentes antimitóticos, 523 

- - - agentes antirreumáticos modificadores 
de doença (AARMD), 522 

- - - autoimunidade órgão-específica, 521 

- - - estratégias de controle 
imunológico, 523 

- celíaca, 429, 512 

- Chagas, 347 

- Chédiak-Higashi, 382 

- Creutzfeldt-Jakob, variante, 351 

- Crohn, 428 

- enxerto-versus-hospedeiro, 454 

- granulomatosa crônica, 381 

- Graves, 497, 510 

- Hashimoto, 493, 497, 511, 517 

- hemolítica do recém-nascido por 
incompatibilidade rhesus, 420 

- intestinal inflamatória, 427 

- linfoproliferativa ligada ao X, 387, 390 

Domínios, 58 


E 


Ebola, vírus, 324 
Eczema, 410 
Educação tímica, 298 
Efeitos 


- bônus da polivalência, 39 

- pleiotrópicos, 6 

Efetores, produção, 234-270 

- afinidade dos anticorpos na resposta 
imune, 261 

- células 

- - memória, 263 

- - sistema imune inato, 250 

- - T ativadas, 246 

- - T efetoras CD8+ na imunidade 
celular, 253 

- centro germinativo, 257 

- citocinas, 237 

- mecanismos, 235 

- permuta de classe de imunoglobulina em 
células B individuais, 259 

- policiamento do sistema imune 
adaptativo, 251 

- respostas de proliferação e maturação de 
células B, 257 

- síntese de anticorpos, 259 

- subgrupos de células T, 246 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 
(PAGE), 164 

ELISA, imunoensaio de antígenos, 162 

ELISPOT, sistema, 183, 185 

Encefalite 

- japonesa, vacina, 371 

- transmitida por carrapatos, vacina, 372 

Encefalomielite autoimune 
experimental, 519 

Encefalopatias espongiformes 
transmissíveis, 351 

Encurtamento dos telômeros, 463 

Engenharia genética 

- produção de anticorpos, 152 

- uso em células e organismos 
modelos, 185 

Ensaios 

- imunoprecipitação de 
cromatina (ChIP), 165 

- - ensaios com microarranjos de 
DNA, 166 

- nefelométrico para antígeno, 163 

- união a ligantes, 163 

Entalpia, 122 

Enteropatia ligada ao X, 387 

Envelhecimento e sistema imune, 289 

Enxertos, 437 

- aloenxerto, 437 

- autoenxerto, 437 

- isoenxerto, 437 

- rejeição 

- - aguda, 441 

- - bases imunológicas, 438 

- - compatibilidade dos tipos teciduais 
doador e receptor, 443 

- - crônica, 441 

- - função do anticorpo, 442 

- - hiperaguda, 41 

- - imunossupressores gerais, 446 
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- - indução de tolerância aos 
antígenos, 448 

- - linfócitos, 440 

- - mecanismos, 440 

- - profilaxia, 443 

- - reconhecimento do MHC alogênico 
pelas células T do receptor, 441 

- - tipos, 441 

- xenoenxerto, 437 

Eosinófilos, 30, 412 

Epítopos, 117 

- cadeia polipeptídica dobrada da 
mioglobina, moléculas, 118 

- células B em uma proteína, 
identificação, 120 

- hemaglutinina do vírus influenza, 122 

- mapeamento, células T e B, 167 

- regiões determinantes de 
complementaridade (CDR) do 
anticorpo, contato, 118 

Eritema nodoso leproso, 423 

Escherichia coli, perfurações da parede 
celular, 40 

Esclerodermia, 520 

Esclerose múltipla, 497, 506, 519 

Especificidade, 123 

Esperma, anticorpos, 512 

Espermina, 8 

Espondilite ancilosante, 497, 517 

Esquistossomose, 347 

Estafilococos, 335 

Estreptococos, 335 

Exclusão alélica, 300, 311 

Exotoxinas, 329 

Expressão gênica, análise, 177 


F 


Fab (fragmento de ligação ao 
antígeno), 55 

- estrutura, 59, 60 

Fagocitose, 6, 8, 9 

- anticorpo, 38 

- células apoptóticas eliminadas, 256 

- destruição de uma bactéria, 16 

Fagolisossomo, 17 

Fármacos 

- derivados das CDR de minicorpos, 154 

- hipersensibilidade, 421 

Fatores 

- ativadores dos macrófagos, 49 

- crescimento 

- - célula endotelial vascular (VEGF), 473 

- - divisão celular, 462 

- estimuladores de colônias, 239 

- - tumores, tratamento, 478 

- necrose tumoral, 239 

- quimiotáxicos, 6, 18 

- regulados pelos interferons (IRF), 12 

Fc (fragmento cristalizável), 55 

- estrutura, 60 


546 Fundamentos de Imunologia 


- leucócitos humanos, 63 

- - receptores, 66 

- neonatal, 68 

FoyRII, 63 

FeyRIII, 65 

Febre 

- amarela, vacina, 372 

- familiar do mediterrâneo, 383 
- reumática, 506 

- tifoide, vacina, 371 

Fenótipo do timo, 301 
Ferroada de peixe-pedra, 359 
Feto, aloenxerto em potencial, 455 
Fexopenadina, 418 

Fibrose pulmonar idiopática, 431 
Ficolinas, 24, 26 

Fígado, 207 

- transplante, 453 

Filariose, 351 

Filogenia, 292 

Flagelina, 6 

Flora bacteriana do corpo, 8 
Footprints, 118 

Formoterol, 418 

Fosfolipase C, 218 

Fungos, imunidade, 346 


G 


GADS (proteína adaptadora relacionada 
com GRB2), 217 

Gastrite atrófica autoimune, 512 

GEF (fatores de troca de nucleotídio 
guanina), 217 

Genes 

- AIRE, 305 

- anticorpo, 71 

- capacidade geral de resposta, 282 

- células de mamíferos, inserção e 
modificação, 185 

- Ir, 284 

- normalmente silenciados, expressão, 468 

- receptores antigênicos e resposta 
imune, 282 

- supressores tumorais, 463 

Genética e resposta imunológica, 282 

Glicocorticoides, 285 

Glomerulonefrite, 421 

- imunocomplexos, 424 

Granuloma crônico, 427 

Granulomatose de Wegener, 520 

Grânulos 

- azurófilo primário, 13 

- citotóxicos, 254 

- específicos secundários, 13 

Granzimas, 28, 254 

- B, 28 

Grupos sanguineos, 419 

GSK3 (glicogênio sintase quinase), 229 


H 


Haemophilus influenzae tipo B, vacina, 371 

HAMA, 151 

Hanseníase, 340 

Hapteno, 120 

HDB-1, 24 

Helicase RIG-like, receptores (RLR), 12 

Helicobacter pylori, 328 

Hemaglutinina do virus influenza, 
epitopos, 122 

Hematopoetina, receptores, 241 

Hemoglobinúria paroxística 
noturna, 384, 431 

Hepatites 

- A, vacina, 371 

- B, 359 

- - vacina, 364, 371 

HER2 (receptor do fator de crescimento 
epidérmico humano), 466 

Herpesvírus, 343 

HEV (endotélio de parede alta 
especializado das vênulas 
pós-capilares), 197 

Hibridoma, 58 

Hipermutação somática, 75, 95 

Hipersensibilidade, 50, 406-434 

- anafilática (tipo 1), 407 

- celular (tipo tardio, tipo IV), 426 

- - base celular, 426 

- - dermatite de contato, 429 

- - infecções, 427 

- - lesão tecidual produzida, 427 

- - sarcoidose, 428 

- citotóxica dependente de anticorpos (tipo 
Il), 418 

- - autoimune, 421 

- - farmacológica tipo II, 421 

- - membros da mesma espécie 
(aloimunes), 419 

- estimulatéria (tipo V), 430 

- inatas, 430 

- mediada por imunocomplexos (tipo 
ID, 421 

- - doença resultante de complexos 
circulantes, 424 

- - lesões inflamatórias por complexos 
formados no local, 422 

- - tratamento, 426 

Hipertireoidismo, 510 

Hipogamaglobulinemia transitória, 386 

Hipotireoidismo, 511 

HIV 1, 121, 324, 341, 392 

- ciclo vital, 396 

- entrada viral, 396 

- genoma, 395 

- montagem, brotamento e maturação, 399 

- replicação, 397 

- terapia, 400 

- transcrição reversa e integração, 396 

- transmissão vaginal, 399 


- vacinas, 401 

HMGBI, 4 

Hormônios tímicos, 295 
HPV, 479 


Idiótipos, 69 

Imprinting de restrição das células T 
auxiliares H-2 pelo haplótipo do 
timo, 301 

Imunidade 

- adaptativa, 7 

- - estímulo, 30 

- - mecanismos efetores, 235 

- - policiamento, 251 

- adquirida específica, 36-53 

- - anticorpo, 37 

- - antígenos, 37 

- - bases celulares da produção de 
anticorpos, 39 

- - especificidade antigênica, 47 

- - imunopatologia, 50 

- - memória imunológica adquirida, 44 

- - teoria da seleção clonal, 45 

- - vacinação dependente da memória 
adquirida, 48 

- associada ao intestino, 205 

- ativada 

- - efetor (ETI), 315 

- - PAMP, 314-315 

- celular, 48 

- - proteção contra microrganismos 
intracelulares, 48 

- coletiva, 358 

- concomitante, 348 

- humoral, 41 

- inata, 3-35 

- - barreiras externas contra infecção, 8 

- - células fagocitárias englobam e destroem 
os microrganismos, 13 

- - células natural killer, 26 

- - células, 14 

-- complemento, sistema, 18 

- - estímulo da imunidade adaptativa, 30 

- - função, 472 

- - mecanismos efetores, 235 

- - mecanismos humorais, 24 

- - parasitos grandes, 30 

- - resposta imune, 4 

- - - fases iniciais, 10 

- - resposta inflamatória, 22 

- - versus adaptativa, 6 

- mucosas, 204 

- passiva, 357 

Imunização contra o câncer, 376 

- células tumorais intactas, 479 

Imunocomplexos 

- deposição no glomérulo renal, 425 

- detecção da formação, 174 

- hipersensibilidade, 421 


Imunoconjugados terapéuticos, 487 

Imunodeficiéncia, 380-404 

- combinada, 293, 389 

- - defeitos génicos diferentes e SCID, 389 

- - grave, 293, 389 

- - resultante de controle defeituoso 
hereditário da função de linfócitos, 390 

- deficiência 

- - mecanismos imunes inatos, 381 

- - primária 

- - - células B, 385 

- - - células T, 387 

- diagnóstico, 391 

- primária, tratamento, 391 

- secundária, 391 

- síndrome de imunodeficiência adquirida 
(AIDS), 392 

- variável comum, 386 

Imunodetecção de antígenos em células e 
tecidos, 155 

Imunoedição elimina as células 
imunogênicas, 473 

Imunoeletrotransferéncia 
(western blotting), 163 

Imunoensaio 

- anticorpos com uso de antigenos em fase 
sólida, 171 

- antígenos por ELISA, 162 

Imunofilinas, 447 

Imunofluorescência sanduíche, 183 

Imunógenos, 119 

Imunoglobulinas (Ig), 55 

-A, 62, 63 

- - secretória, 69 

- anticorpos, 62 

- complemento, 62 

- D, 62, 63 

- dobradura, 59, 61 

- E, 62, 63 

- estrutura de quatro cadeias polipeptidicas 
dos monémeros, 56 

- G, 58, 62, 63 

- genes, 71 

- intravenosa, 358 

- M, 62, 63 

- permuta de classes, 259 

- sintese, 260 

- subclasses, 61 

- superfamilia, 317 

- superficie, 82 

Imunologia dos tumores, 459-490 

- abordagem de imunoterapia 
antineoplásica, 477 

- antígenos tumorais e vigilância 
imune, 465 

- - alteração na estrutura dos 
carboidratos, 471 

- - codificados por vírus, 466 

- - expressão dos genes normalmente 
silenciados, 468 

- - identificação, 466 


- - moléculas associadas ao potencial 
metastático, 471 

- - mutantes, 470 

- evasão do tumor, 473 

- infecção, 475 

- inflamação, 475 

- mecanismos celulares intrínsecos da 
supressão tumoral, 462 

- - encurtamento dos telômeros, 463 

- - fatores de crescimento e divisão 
celular, 462 

- - proteínas supressoras tumorais 
monitoram a divisão celular, 463 

- problemas do câncer sob a perspectiva 
imunológica, 464 

- respostas imunes espontâneas, 471 

- transformação celular e câncer, 460 

Imunopatologia, 50, 406 

Imunoprecipitação de complexos 
antigênicos, 164 

Imunoproteassomo, 129 

Imunorregulação por células T, 275 

Imunoterapia antincoplásica, 477 

- citocinas, 477 

- estimulação das respostas imunes 
celulares, 479 

- fatores estimuladores de colônias, 478 

- imunização com células tumorais 
intactas, 479 

- interferons, 478 

- interleucinas, 477 

- passiva com anticorpos monoclonais, 485 

- vacinação com antígenos virais, 479 

Incompatibilidade rhesus, 419 

Infecções, 323-355 

- bactérias, 328 

- - contra-ataque do hospedeiro, 331 

- - específicas, 335 

- - estratégias de sobrevivência, 328 

- - intracelulares, 336 

- barreiras externas, 8 

- estimativas das mortes anuais, 324 

- fungos, imunidade, 346 

- hipersensibilidade, 427 

- nosocomiais, 324 

- parasitoses, imunidade, 347 

- sistema imune emprega vários 
mecanismos efetores diferentes para 
combate, 235 

- tumor, 475 

- virais, imunidade, 340 

- - celular, 344 

- - fatores locais, 344 

- - imunidade, 340 

- - influenza, 341 

- - interferência no processamento ou na 
apresentação do antígeno, 342 

- - mecanismos efetores imunes, 342 

- - mutações pode produzir epítopos de 
células T inativos, 342 

- - proteção por anticorpos séricos, 344 
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- - rinovirus, 341 

Inflamação, 22, 324 

- crônica, 328 

- início, 23, 325 

- leucócitos ligam-se às células 
endoteliais, 324 

- mediadores, 324 

- processo em curso, 326 

- regulação e resolução, 327 

- tumor, 475 

Inflamassomo, 12 

Influenza A H1N1 e H5N1, 324, 341 

- vacina, 371 

Inibidor 

- fosfodiesterase, 418 

- protease leucocitária secretória 
(SLPI), 24 

Instabilidade genômica, 466 

Integrinas, 199, 317 

- ativação, 215 

Interações antígeno-anticorpo, 117 

- epítopos, 117 

- mapa energético, 125 

- polivalência, 123 

- solução, 169 

- termodinâmica, 121 

Interferons, 12 

- função efetora, 240 

- inibição da replicação viral, 26 

- origem, 240 

- receptores, 242 

- tumores, tratamento, 478 

Interleucinas, 4 

- função, 238 

- origem, 238 

- tumores, tratamento, 477 

Intestino, imunidade, 205 

Invertebrados, defesa microbiana, 315 

Involução tímica, 296 

Iso-hemaglutininas, 419 

Isoenxerto, 437 

Isolamento de subpopulações de 
leucócitos, 175 

Isoprenalina, 417 

Isótopos, 69 

ITAM (motivos de ativação baseados na 
tirosina do imunorreceptor), 84, 214 

ITIM (motivos de inibição baseados na 
tirosina do imunorreceptor), 230 


J 

Janus quinase (JAK), 242 
Jarisch-Hersxheimer, reações, 423 
K 


Knockouts, 188 
- condicional, 189 
Kveim, reação, 429 
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L 


Lactoferrina, 24 

Lactoperoxidase do leite, 8 

Lágrimas, 8 

LAT (conexão para ativação de 
células T), 217 

Lectina de ligação da manose, 6, 25 

Legionella pneumophila, 324, 328 

Leishmania donovani, 340 

Lesão 

- estéril, resposta imune, 13 

- tecidos, 4 

Leucemia, 297, 462 

- tratamento, 484 

Leucócitos, 63 

- isolamento de subpopulações, 175 

- - enriquecimento de populações 
antígeno-específicas, 176 

- - geração de células dendríticas 
in vitro, 176 

- - imortalização de células B 
primárias, 176 

- - interações celulares in vitro, 176 

- - seleção de células por FACS, 176 

- - técnicas, 175 

- ligação às células endoteliais por 
emparelhamento das moléculas de 
adesão, 324 

Ligante CD40, 85 

Limite de Hayflick, 267 

Linfécitos 

- ativação, 212-233 

- - acionamento do complexo receptor da 
célula T, 216 

- - agrupamento de receptores da 
membrana, 213 

- - células 

- - - B, 223 

---T, 215 

- - diminuição do entusiasmo das 
células T, 220 

- - eventos ocorridos após a sinalização do 
TCR, 217 

- - fosforilação da proteína tirosina, 216 

- - interações dinâmicas na sinapse 
imunológica, 222 

- - interações dinâmicas na sinapse do 
BCR, 230 

- B, 7, 41, 212 

- - ações influenciadas pelo ambiente de 
citocinas, 236 

- - deficiências que afetam, 385 

- - indução de tolerância, 311 

- intestinais, 204 

- intraepitelial, 204 

- produção de anticorpos, 39 

- reatividade, 179 

- receptores, estimulação dos 
superantígenos, 140 

- rejeição dos enxertos, 440 


- T, 7, 41, 43, 212 

- - ações influenciadas pelo ambiente de 
citocinas, 236 

- - interação com células apresentadoras de 
antígeno, 214 

- - virgem, 30 

- trânsito entre tecidos linfoides, 196 

- - endereçamento para outros tecidos, 200 

- - etapas da transmigração, 198 

- - naive (linfócitos virgens), endereçados 
aos linfonodos, 197 

- virgens endereçados aos linfonodos, 197 

Linfomas, 462 

Linfonodos, 200 

- células 

- - B, áreas, 201 

- - T, áreas, 201 

- desenvolvimento, 313 

- redes, 197 

- transmigração dos linfócitos, etapas, 198 

Líquidos corporais, 8 

Lisozima, 6 

- epítopos, 120 

- lágrimas, 8 

Listeria, infecção, 337 

Loratadina, 418 

Lúpus eritematoso sistêmico 


(LES), 493, 513 


Macrófagos, 7, 10, 13 

- alveolares, ativação, 414 

- células apresentadoras de antígenos, 208 

- destruição de parasitos intracelulares, 337 

- infecção bacteriana, 329 

- início da inflamação, 23 

- resposta imune, iniciação, 10 

Malária, 347 

- vacina, 372 

MALT, 196 

Manipulação do sistema imune em 
modelos animais, 183 
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Mecanismos 

- controle, 272-291 
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Micróbios 
- englobados pelas células fagocitárias 
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Padrões moleculares associados 

- patógenos (PAMP), 4 
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das células fagocitárias, 10 
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PAMP, ver Padrões moleculares associados 
aos patógenos 
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- Peyer, 204 
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granulomatosa crônica, 383 

Poliendocrinopatia, 387 

Polinose, 410 

Pólio, vacina, 372 

Poliomielite, vacina, 371 

Politraumatismo, 289 

Poluentes, efeitos sobre a imunidade, 288 
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Potencial metastático, moléculas 
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Poxvírus, 343 
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Príons, 324, 351 

Produção 

- anticorpos por encomenda, 147 

- efetores, 234-270 

- - afinidade dos anticorpos na resposta 
imune, 261 

- - células 

- - - memória, 263 

- - - sistema imune inato, 250 
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- - - T ativads, 246 
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Quimeras da medula óssea, 184 
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- enxerto-versus-hospedeiro, 440 
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- Kveim, 429 

- Mantoux, 426 
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Reatividade 
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RNAi (interferência no RNA), 186 
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- periódica associada ao receptor do fator 
de necrose tumoral, 382, 431 

- quebra de Nijmegen, 387, 388 
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- reconhecimento do MHC alogênico pelas 
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Vasos linfáticos, 197 

Vênula endotelial de paredes alta, 197 
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- câncer, 462 

- células 

- - infectadas, 49 

- - NK e destruição de alvos 
infectados, 344 

- - T citotóxicas, 345 
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- rinovírus, 342 

- sincicial respiratório, 359 

- varicela-zóster, 359 

Vitaminas 

- A, 288 

- D, 288 

Vitiligo, 521 


w 


Western blotting, 163 


X 


Xenoenxerto, 437, 450 
Xenomouse, 151 


Y 
Yersinia, 328, 336 


Z 


Zinco do sêmen, 8 


CROMOSETE — 2013/1 


